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Le patologie oculari dovute a neovascolarizzazione rappresentano una delle principali cause 
di cecità in tutte le fasce d’età. Queste patologie hanno un’incidenza particolarmente elevata 
nei pazienti diabetici il cui numero sta rapidamente aumentando nel mondo occidentale. La 
retinopatia diabetica proliferativa è una delle principali complicanze del diabete e la 
principale causa di cecità legale nella fascia degli adulti in età lavorativa. Altre malattie 
oculari causate da neoproliferazione dei vasi sono la retinopatia del prematuro, principale 
causa di cecità nei bambini al di sotto dei sette anni di età, e la maculopatia degenerativa 
senile, principale causa di cecità nella popolazione anziana. Sebbene le problematiche 
vascolari siano variabili nelle differenti malattie oculari dovute a proliferazione vascolare, la 
proliferazione di nuovi vasi che manifestano una funzionalità alterata è comune a tutte. 
La somatostatina (SRIF), inibitore del rilascio dell’ormone della crescita, ed i suoi recettori si 
trovano nella neuroretina di varie specie tra cui l’uomo, e molte evidenze suggeriscono che 
nella retina SRIF agisca sia come neuromodulatore che come fattore antiangiogenico. In 
particolare molti studi concordano sul fatto che la SRIF possa contrastare la 
neovascolarizzazione associata alle retinopatie proliferative, sebbene il meccanismo d’azione 
debba ancora essere chiarito. 
La maggior parte degli studi in vitro sul recettore 2 della somatostatina (sst2) ha evidenziato 
come esso possa mediare l’attività antiangiogenica della SRIF. Tuttavia, gli effetti di sst2 sulla 
neovascolarizzazione e sulla produzione di fattori ad essa associati sono al momento poco noti 
e sono oggetto di studio nei modelli in vivo. Negli ultimi anni, l’octreotide, un analogo della 
SRIF con una preferenziale attività agonistica a livello di sst2, è stato utilizzato in prove 
cliniche per il trattamento della retinopatia diabetica ma tali prove hanno dato risultati 
contrastanti. In un modello di topo con retinopatia indotta da ossigeno ci sono evidenze che 
gli agonisti del recettore sst2, incluso l’octreotide, inibiscano la neovascolarizzazione. In 
questo modello è stato recentemente dimostrato nei nostri laboratori che la gravità delle 
risposte angiogeniche all’ipossia è correlata coi livelli di espressione di sst2 nella retina. 
Infatti, rispetto ai topi wild type (WT), la mancanza di sst2 quale quella che si realizza in topi 
knock out (KO) per sst2, è associata a pesanti effetti dell’ipossia sulla neovascolarizzazione 
retinica e sull’espressione di fattori proangiogenici ad essa associati. Al contrario, una cronica 
overespressione di sst2, quale quella che è stata dimostrata essere presente nelle retine di topi 
sst1 KO in cui è stato deleto il gene per il recettore sst1 della SRIF, attenua gli effetti 
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dell’ipossia sull’espressione di fattori proangiogenici. L’uso di questi topi, in funzione dei 
livelli di espressione di sst2, rappresenta dunque uno strumento utile per valutare gli effetti 
degli agonisti di sst2 sulla neovascolarizzazione indotta da ipossia. In questo lavoro di tesi le 
retine dei topi WT, sst1 KO e sst2 KO sono state rese ipossiche e usate per valutare, attraverso 
l’uso di real time RT-PCR, western blot e tecniche ELISA, se l’attivazione di sst2 (con 
l’agonista octreotide) o il suo blocco (con l’antagonista selettivo cianammide) potessero 
influenzare le risposte vascolari al danno ipossico e l’espressione di fattori associati alla 
risposta neoangiogenica, in particolare l’espressione del VEGF e dei suoi recettori VEGFR-1 
e VEGFR-2. I nostri studi hanno riportato che sst2 è in grado di modulare la 















1.1 Caratteristiche retiniche 
 L’occhio è l’organo deputato alla vista. La luce, che entra attraverso la pupilla, viene messa a 
fuoco sulla retina che trasduce il segnale luminoso in segnale elettrico il quale, attraverso il 
nervo ottico, raggiunge la corteccia. 
La retina (cieca e visiva) si estende da sotto l’iride fino a ricoprire tutta la parete posteriore 
interna dell’occhio. La retina visiva ricopre i 2/3 posteriori dell’occhio estendendosi sulla 
superficie interna della coroide, mentre la retina 
cieca si estende anteriormente al di sotto del corpo 
ciliare e dell’iride ed è priva di cellule nervose. 
Pressoché centrale ma spostata di lato si trova la 
macula lutea responsabile della visione nitida con 
una piccola depressione al centro, la fovea centralis, 
deputata alla massima acuità visiva. Troviamo inoltre 
la papilla del nervo ottico dove le fibre nervose si 
riuniscono e da cui entrano ed escono i vasi retinici. 
La retina visiva è costituita da 2 foglietti: il foglietto esterno è formato da epitelio pigmentato 
retinico (RPE) che impedisce la riflessione dei raggi ed ha un’azione trofica sulle sottostanti 
cellule recettoriali. E’ assente in corrispondenza della papilla ottica e della macula lutea. Il 
foglietto interno, invece, è formato da cellule nervose (neuroretina) distinte in diverse 
categorie. 
Le cellule gliali e la macroglia costituiscono la prima categoria. Sono cellule di supporto che 
regolano il metabolismo retinico e modulano la funzione dei neuroni e dei vasi (Abbott et al., 
1992). Esistono 2 principali tipi di cellule di macroglia: le cellule di Műller e gli astrociti. Le 
prime attraversano lo spessore della retina dell’epitelio pigmentato (RPE) fino alla membrana 
interna e sono i maggiori regolatori del metabolismo del glutammato, del bilancio ionico 
Fig. 1. Sezione trasversale oculare 
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extracellulare e della funzione neuronale. Gli astrociti, di contro, sono limitati allo strato di 
fibre nervose dove i loro processi ricoprono i vasi e le cellule ganglionari. Insieme, questi 2 
tipi di cellule, integrano le attività vascolari e neuronali nella retina.  
La seconda categoria di cellule nervose include i neuroni tra cui si distinguono fotorecettori, 
cellule bipolari, cellule amacrine, cellule orizzontali e cellule ganglionari. Questi neuroni 
mediano la fototrasduzione e modulano gli impulsi nervosi che vengono trasmessi al cervello 
dal nervo ottico. I fotorecettori si trovano più in profondità vicino all’RPE. L’unica eccezione 
è a livello della fovea in cui le cellule nervose sovrastanti sono spostate ai lati e i raggi 
luminosi raggiungono direttamente i fotorecettori. I neuroni sono, per definizione, le cellule 
che sottostanno alla visione per cui un danneggiamento della vista implica un disturbo della 
loro funzione. 
La microglia rappresenta la terza classe di cellule neuroretiniche. Sono cellule simili a 
macrofagi normalmente quiescenti ma estremamente sensibili a variazioni dell’omeostasi 
retinica a seguito delle quali si trasformano rapidamente in fagociti (Broderick et al. 2000). 
L’integrazione delle funzioni di queste classi cellulari è necessaria per una vista normale per 
cui la distruzione di ognuna di esse può comportare danni visivi. La disposizione di queste 
cellule nello strato retinico mostra una complessa organizzazione della retina in cui si possono 
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Fig. 2. A sinistra è rappresentata la sezione trasversale della retina, in cui sono distinguibili i diversi strati di cui 
si compone. A destra un’immagine schematizzata dei vari strati. Dall’esterno verso l’interno: 
R: bastoncelli; C: coni; 
OLM (Outer Limiting Membrane): contiene giunzioni aderenti tra cellule di Műller e fotorecettori; 
ONL (Outer Nucleare Layer): contiene corpi cellulari dei fotorecettori; 
OPL (Outer Plexiform Layer):contiene connessioni tra fotorecettori e cellule bipolari (CB) e orizzontali (H); 
INL (Inner Nuclear Layer): contiene corpi cellulari di cellule orizzontali, bipolari e amacrine (A);  
IPL (Inner Plexiform Layer): stazione per il passaggio di informazioni tra cellule bipolari e ganglionari (G); 
GCL (Ganglion Cell Layer): contiene corpi cellulari di cellule ganglionari e amacrine; 
ILM (Inner Limiting Membrane): contiene sinapsi tra terminazioni finali di cellule di Műller e i costituenti della 
membrane basale. 
RB (Rod Bipolar): cellula bipolare dei bastoncelli; CB (Cone Bipolar): cellula bipolare dei coni; H (Horizontal): 
cellula orizzontale; A e AII (Amacrine): differenti popolazioni di cellule amacrine. 
 
 
Sono considerate appartenenti alle cellule retiniche anche i periciti e le cellule endoteliali che 
circondano i vasi. Le tight junctions poste tra le cellule endoteliali costituiscono la barriera 
emato-retinica e proteggono la neuroretina dalle cellule infiammatorie e dai loro prodotti 
citotossici. 
 
1.2 Apporto ematico retinico 
La retina dei mammiferi riceve apporto ematico da 2 diverse fonti: l’arteria centrale retinica e 
i capillari della coroide. La coroide riceve il maggior apporto di sangue (65-85%) necessario 
per fornire nutrienti allo strato più esterno della retina, in particolare i fotorecettori. Il flusso 
restante (15-35%) arriva dall’arteria centrale attraverso il nervo ottico e innerva lo strato 
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retinico più interno fino allo strato ONL. Questa si divide a sua volta in 2 rami principali 
originando poi le arteriole retiniche (Hayreh, 1963). I vasi più grandi sono localizzati nella 
porzione centrale della retina vicino all’ ILM; le loro pareti sono in relazione con le cellule 
gliali, in particolare con gli astrociti che ne garantiscono l’integrità (Rungger-Brandle et al., 
1993; Zhang e Stone, 1997). Possono inoltre approfondarsi attraverso lo spessore retinico fino 
allo strato ONL (Wise et al., 1975). I vasi venosi sono distribuiti similmente agli arteriosi e 
lasciano l’occhio attraverso il nervo ottico. 
Le arteriole originano un plesso capillare che si sviluppa su 2 livelli. Il primo è localizzato 
nello strato contenente fibre nervose e cellule ganglionari, l’altro localizzato sopra a questo, si 
sviluppa attorno al disco ottico. L’estrema periferia retinica risulta invece avascolare. Ciò si 
verifica anche attorno ai vasi principali, probabilmente per gli alti livelli di ossigeno presenti 
(Henkind e De Oliveira, 1967). Gli strati retinici più esterni, inclusi i fotorecettori, sono 
avascolari e allo stesso modo della periferia retinica traggono i necessari metabolici e 
l’ossigeno dalla coroide. 
Le arterie retiniche differiscono dalle arterie di uguale diametro degli altri organi. Hanno 
infatti  uno strato di cellule muscolari particolarmente sviluppato e mancano di una lamina 
elastica interna. Vicino al disco ottico i vasi sono costituiti da 5 a 7 strati di cellule muscolari, 
che si riducono a 2 o 3 nella zona equatoriale e 1 o 2 alla periferia. Le cellule muscolari sono 
orientate sia longitudinalmente che circolarmente e sono circondate dalla lamina basale 
(Hogan e Feeney, 1963). La parete capillare è composta da 3 diversi elementi: cellule 
endoteliali, periciti e lamina basale. Le cellule endoteliali sono tra loro interconnesse tramite 
tight junctions e sono circondate anch’esse da lamina basale entro cui i periciti formano uno 
strato discontinuo. 
 
1.3 Barriera emato-retinica 
La presenza di una barriera emato-retinica (BRB) intatta è fondamentale per l’integrità 
strutturale e funzionale della retina. Allo stesso modo della barriera emato-encefalica, infatti, 
controlla il movimento di fluidi e molecole tra il letto vascolare oculare e i componenti 
retinici e protegge da macromolecole e agenti lesivi. La BRB possiede una componente 
interna (iBRB) e una esterna (oBRB).  Nella iBRB l’elemento principale sembra essere 
costituito dalle cellule endoteliali dei capillari intraretinici e con esse le tight junctions che le 
uniscono (Shakib e Cunha-Vaz, 1966). Ad esse sono inoltre associati i processi di astrociti e 
cellule di Műller (Ashton, 1965; Reichenbach et al., 2007). L’ultima componente della iBRB 
è costituita dai periciti che contribuiscono al suo funzionamento. La oBRB è formata 
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dall’RPE e dalle sue tight junctions, dalla coriocapillare e infine dalla membrana di Bruch 
(Cuhna-Vaz, 1976). Quest’ultima costituisce lo strato interno della coroide e consiste a sua 
volta di 5 strati: la membrana basale dell’RPE, la zona collagene interna, la banda centrale di 
fibre elastiche, la zona collagene esterna e la membrana basale della coriocapillare. La 
membrana di Bruch fornisce resistenza alla tensione e grazie alla presenza di proteoglicani 
costituisce una riserva di fattori di crescita. 
 
1.4 Patologie retiniche proliferative 
La retina umana è una delicata organizzazione di neuroni, glia e vasi ematici. In alcune 
patologie oculari la retina può essere danneggiata o compromessa  a questi livelli. Tra le varie 
retinopatie, le proliferative rappresentano una delle principali cause di cecità in tutte le fasce 
d’età. Sono caratterizzate da neovascolarizzazione con sviluppo di nuovi vasi anomali. Le più 
rappresentative sono sicuramente la degenerazione maculare senile (AMD), la retinopatia del 
prematuro (ROP) ed in particolar modo la retinopatia diabetica proliferativa (PDR). 
 
1.4.1 Retinopatia diabetica proliferativa 
La retinopatia diabetica è la più comune tra le complicanze del diabete ed è la principale 
causa di cecità legale nel mondo occidentale, nella fascia degli adulti in età lavorativa (Klein 
et al., 1984; Klein e Klein, 1995; Sjolie et al., 1997). Ne sono affetti 3 pazienti su 4 entro 20 
anni dalla comparsa del diabete, con prevalenza dei pazienti con diabete di tipo I. 
Le prime alterazioni biochimiche e cellulari non sono riscontrabili all’esame clinico e 
riguardano l’incremento dell’adesione dei leucociti alle pareti dei capillari retinici 
(leucostasi), alterazioni del flusso sanguigno (trombosi e ischemia), morte dei periciti, 
inspessimento della membrana basale vascolare e indebolimento delle giunzioni cellulari 
endoteliali (Giardino et al., 1997). La leucostasi si verifica a causa di un fenomeno 
infiammatorio scaturito dal diabete stesso che determina un aumento dei livelli di mediatori 
infiammatori come ICAM-1 e stimola l’adesione leucocitaria (Joussen et al., 2004). 
I periciti contengono filamenti di actina e sono in grado di contrarsi regolando il tono 
vascolare e la pressione di perfusione (Forrester e Knott, 1997). Rilasciano inoltre il 
Transforming Growth Factor β (TGF-β) inibendo la replicazione endoteliale (Antonelli et al., 
1989). L’inspessimento della membrana basale fa sì che venga impedito il contatto tra periciti 
e cellule endoteliali causando apoptosi dei periciti per mancato apporto di nutrienti e 
favorendo quindi anormalità vasali e proliferazione endoteliale per mancato rilascio di TGF-β. 
Inoltre l’inspessimento della membrana basale e l’indebolimento delle tight junctions 
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comportano la fuoriuscita di materiale dai vasi che causa rigonfiamento retinico con 
formazione di depositi di essudato (edema maculare). Questo edema, presente soprattutto nei 
pazienti con diabete di tipo II, è asintomatico se si verifica fuori dalla macula ma 
compromette la visione se la macula è interessata. Esso è dovuto al fatto che l’alterazione del 
metabolismo, l’ipossia e l’ipertensione causano aumento della pressione di vasi e capillari e 
fuoriuscita di liquido e molecole nell’interstizio. Aggiunti ai difetti della barriera endoteliale a 
livello delle tight junctions, questi fattori portano alla formazione dell’edema maculare ed a 
tortuosità, dilatazione e allungamento dei vasi. Alla formazione dell’edema contribuisce 
inoltre la pressione oncotica che spinge il liquido ad uscire dai vasi quando la concentrazione 
dell’albumina plasmatica scende sotto ai 3 mg/dL (Guyton et al., 2000). Alcuni fattori di 
rischio per l’edema maculare sono l’ipertensione, lo scarso controllo metabolico, 
iperlipidemia e il sovraccarico ematico di sostanze dovuto a insufficienze cardiache e renali.  
Man mano che la retinopatia diabetica procede, la patologia vascolare diviene evidente 
all’esame oftalmologico con microaneurismi, emorragie, grovigli di vasi e ampie aree 
ischemiche ma fino a questo stadio la malattia è considerata non proliferativa (NPDR). In 
seguito le alterazioni del flusso ematico comportano ipossia locale che stimola la produzione 
di fattori proangiogenici, come il Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), determinando 
l’instaurarsi della neovascolarizzazione (PDR). I nuovi vasi in formazione sono estremamente 
fragili con elevato rischio di rottura e fuoriuscita di sangue. Questi vasi tendono a crescere 
verso il corpo vitreo al quale possono ancorarsi per mezzo di tessuto fibrovascolare che, in 
alcuni casi, tende a contrarsi causando distacco della retina. Questi eventi determinano 
compromissione della vista la cui entità può essere molto variabile. Alla base di questi 
disordini vascolari si trova la degenerazione della neuroretina le cui cellule subiscono 
alterazioni di vario genere, di seguito riportate. La presenza contemporanea di queste 
alterazioni può spiegare il motivo per cui in pazienti diabetici i deficit visivi si manifestano 
anche prima che possano essere apprezzate le anormalità vascolari. Infatti diversi studi hanno 
rilevato che elettroretinogrammi anormali sono riscontrabili in pazienti con diabete di tipo I 
che non hanno ancora manifestato patologia retinica (Juen et al., 1990). Per quanto riguarda le 
alterazioni cellulari, è stato osservato come il diabete causi diminuizione dell’espressione 
della Glial Fibrillar Acidic Protein (GFAP) degli astrociti (Gardner et al. 2002). Il diabete 
aumenta inoltre il numero e l’attività delle cellule microgliali. L’attivazione di queste cellule 
causa rilascio di citochine e chemochine pro-infiammatorie come VEGF e Tumor Necrosis 
Factor (TNF) che aggravano la permeabilità vasale. Numerose cellule retiniche producono tali 
citochine che oltre ad incrementare la permeabilità vasale (Gilbert et al., 1998;Cooper et al., 
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1999) possono anche agire sulle cellule endoteliali riducendo la loro capacità di formare tight 
junctions. Il diabete può, quindi, sia ridurre le proprietà di barriera delle cellule gliali sia 
aumentare la produzione locale di molecole permeabilizzanti.(Gardner et al., 2002). E’ 
interessante notare come il VEGF abbia effetti diversi sui neuroni della retina e sulle cellule 
vascolari. Ha infatti un ruolo neuroprotettivo sui neuroni del Sistema Nervoso Centrale (SNC) 
e del Sistema Nervoso Periferico (SNP) e la sua riduzione al di sotto del livello basale causa 
neurodegenerazione. Con tutta probabilità l’aumento del VEGF nel diabete rappresenta una 
risposta adattativa per la sopravvivenza neuronale a fronte di disturbi metabolici. Un’ulteriore 
alterazione riguarda le cellule ganglionari e le cellule dello strato interno nucleare (INL) le 
quali vanno incontro ad apoptosi con atrofia dello spessore della retina. Ciò è provocato, con 
elevata probabilità, dal danno alla barriera vasale e dalla stasi leucocitaria. La riduzione dei 
potenziali oscillatori dell’elettroretinogramma, riscontrabile ancor prima che si verifichino le 
lesioni microvascolari, mostra come siano implicati cambiamenti anche nei neuroni retinici.  
E’ stato dimostrato che il controllo dei livelli ematici di glucosio può ridurre le complicanze 
retiniche sia nel diabete di tipo I che II. Il meccanismo molecolare attraverso cui 
l’iperglicemia causa danno endoteliale è tuttora sconosciuto ma si suppone che lo stress 
ossidativo (via dei polioli, autossidazione del glucosio, prodotti di glicosilazione AGE) possa 
giocare un ruolo essenziale nelle fasi iniziali. Ciò sembra essere innescato dalla 
sovrapproduzione di superossido nella catena di trasporto di elettroni nel mitocondrio 
(Brownlee, 2001). Gli antiossidanti infatti prevengono la degenerazione vascolare (Kowluru, 
2001). Lo stress ossidativo, inoltre, è stato correlato con l’aumentata produzione di VEGF in 
vitro e si pensa che possa regolarne l’espressione anche durante il diabete (Kuroki et al., 1996; 
Ellis et al., 1998; Ellis et al., 2000; Obrosava et al., 2001). 
Recentemente è stata posta attenzione sul ruolo del perossinitrito nella retinopatia diabetica, 
specie altamente ossidante formata dalla combinazione di ossido nitrico (NO) e superossido. 
La formazione di superossido indotta dal glucosio causa incremento del calcio intracellulare 
quindi attivazione della ossido-nitrico sintetasi (NOS) a formare NO, il quale si combina 
rapidamente con il superossido formando perossinitrito, riducendo così la biodisponibilità di 
NO e indebolendo le risposte vasodilatatorie (Graier et al 1996; Graier et al. 1997; Graier et 
al., 1999). Il perossinitrito può ossidare specifici componenti cellulari incluso il cofattore di 
NOS (tetraidrobiopterina) e può anche compromettere la funzione del trasportatore dell’L-
arginina. La ridotta disponibilità di tetraidrobiopterina e/o di L-arginina causa il 
disaccoppiamento di NOS aumentando la formazione di superossido e perossinitrito (Patel et 
al., 1996; Milstien e Katusic, 1999). Questo ciclo può essere interrotto da inibitori di NOS o 
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con surrogati di tetraidrobiopterina e L-arginina che prevengono quindi le anormalità vasali 
indotte dal diabete. Studi su modelli animali diabetici o colture cellulari esposte ad elevate 
concentrazioni di glucosio hanno dimostrato che l’aumento della formazione di perossinitrito 
è direttamente correlata col diabete, con gli elevati livelli di VEGF indotti dal glucosio, con 
l’aumento della permeabilità e con la riduzione della sopravvivenza cellulare (El-Remessy et 
al., 2003a; El-Remessy et al., 2003b; El-Remessy et al., 2005a, El-Remessy et al., 2005b). 
Come già accennato il diabete causa precoce neurodegenerazione retinica portando ad 
alterazioni visive dei colori e dei contrasti con riduzione del potenziale oscillatorio 
dell’elettroretinogramma (Gardner et al., 2002). Ciò spesso precede le lesioni vascolari e 
preannuncia un peggioramento della retinopatia (Ghirlanda et al.,1997; Han et al., 2004). 
Studi su ratti e topi diabetici hanno mostrato un incremento dell’apoptosi in cellule neuronali 
e gliali nella retina (Mohr et al., 2002; Barber, 2003; Ning et al. 2004). Alcuni dati mostrano 
che la perdita nel fattore neurotrofico Pigment Epithelial Derived Factor (PEDF) nel liquido 
oculare contribuisce alla tossicità cellulare delle cellule neuro-gliali (Barnstable e Tombran-
Tink, 2004). PEDF è normalmente espresso in molte cellule retiniche come le cellule 
dell’epitelio pigmentato della retina (RPE), cellule gliali, cellule endoteliali e neuroni 
(Barnstable e Tombran-Tink, 2004) e può prevenire la neovascolarizzazione retinica in 
modelli di retinopatia ischemica. E’ stata inoltre dimostrata anche la sua capacità di bloccare 
la permeabilità vascolare indotta da iniezioni intraoculari di VEGF (Liu et al., 2004) e può 
inoltre funzionare come antiossidante (Ymagishi et al., 2002a; Ymagishi et al., 2002b; Inagaki 
et al., 2003; Ymagishi et al., 2003; Ymagishi et al., 2004;). E’ stato quindi dimostrato il 
rapporto inversamente proporzionale tra PEDF e VEGF suggerendo quindi che un loro 
sbilanciamento possa contribuire allo sviluppo della neovascolarizzazione e sottolineando 
l’importanza del PEDF come fattore antiangiogenico (Barnstable e Tombran-Tink, 2004). 
 
1.4.2 Degenerazione maculare senile 
La degenerazione maculare senile o AMD (age-related macular degeneration) è una delle 
principali cause di perdita di vista in tutto il mondo (Resnikoff et al., 2004). Colpisce milioni 
di persone ogni anno, soprattutto nei paesi dove l’aspettativa di vita è maggiore. La 
maculopatia senile è un processo di invecchiamento dell'occhio, durante il quale la zona 
centrale della retina, la macula, si altera sino a perdere la sua funzione. Con l'invecchiamento 
si manifestano progressive modificazioni in un insieme di strutture tra loro adiacenti situate al 
di sotto della retina maculare (RPE, membrana di Bruch, coriocapillare). Al processo 
degenerativo maculare concorrono sclerosi dei vasi della coroide, accumulo di lipidi nella 
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membrana di Bruch e alterazioni del metabolismo dell'RPE. In queste condizioni il fisiologico 
passaggio di ossigeno e nutrienti dalla coroide alla retina diventa difficoltoso. Nello stesso 
tempo i detriti derivanti dai fotorecettori che normalmente vengono metabolizzati ed eliminati 
dall' RPE si accumulano a formare depositi sotto l’epitelio pigmentato stesso chiamati drusen.  
La degenerazione maculare senile si presenta clinicamente in due forme principali: l’atrofica 
o “secca” e l’essudativa o “umida”. La prima è quella più frequente (90% dei casi), a decorso 
più lento, con progressiva alterazione della visione centrale; comprende lesioni centrali della 
macula causate da accumulo di drusen. Spesso seguono alterazioni atrofiche dell’RPE che 
portano alla cosiddetta “atrofia geografica” che interessa i fotorecettori retinici portando ad 
una perdita visiva proporzionata all’area atrofica interessata. La forma secca può, talvolta, 
trasformarsi in forma umida. La forma umida (proliferativa) è caratterizzata invece da 
un’evoluzione acuta e drammatica e risulta più invalidante della prima, con compromissione 
visiva grave e repentina. La degenerazione maculare essudativa è legata alla crescita al di 
sotto della retina maculare di una membrana vascolare che si origina dalla coroide che, 
provocando emorragie ed edema, danneggia improvvisamente e irreversibilmente la macula 
stessa. Le forme proliferanti riguardano soltanto il 10% delle AMD ma costituiscono il 90% 
dei casi di cecità legale da degenerazione maculare. Suscitano quindi il maggiore interesse  
clinico a causa della loro drammaticità, cosicché la ricerca è indirizzata alla scoperta di nuove 
metodiche diagnostiche e terapeutiche volte a prevenire e a curare questa forma di 
maculopatia. 
L’ AMD riconosce come causa principale i fenomeni di senescenza che coinvolgono il 
complesso retina-coroide, anche se in realtà non si conoscono ancora perfettamente tutti i 
meccanismi che la determinano. Oltre all’età, alla patogenesi della lesione contribuiscono vari 
fattori di rischio fra i quali vanno ricordati soprattutto il fumo, l’eccessiva esposizione alla 
luce o ai raggi UV, alcune carenze nutrizionali e, soprattutto, l’ipertensione arteriosa 
sistemica. E’ dimostrato che un ruolo fondamentale è svolto dalla presenza di radicali liberi 
che provocano un danno ossidativo e ostacolano il corretto funzionamento dell’epitelio 
pigmentato (Imamura et al., 2006). I deficit visivi riguardano annebbiamento e distorsione 
delle immagini che interessano il centro del campo visivo e i colori risultano meno brillanti. 
Tipicamente si incontrano difficoltà nella lettura e nel discernere i piccoli dettagli. Con il 
progredire della maculopatia la perdita della visione centrale diventa completa ma anche nei 
casi più gravi non provoca cecità totale e la visione periferica e laterale viene conservata. 
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L’AMD si sviluppa in età senile con cause multifattoriali che includono mutazioni genetiche e 
fattori ambientali stressogeni che con tutta probabilità si accumulano durante la vita. Stabilire 
la suscettibilità e il profilo di rischio è importante nella prevenzione della malattia. 
 
1.4.3 Retinopatia del prematuro 
La retinopatia del prematuro (ROP) è la principale causa di cecità tra i bambini nei paesi 
sviluppati (Silverman et al., 1980). Si verifica nel 16% dei bambini nati prematuramente e nel 
50% di quelli nati con un peso inferiore a 1250 g. Di questi circa 1 su 3 sviluppa la patologia 
fino allo stadio più grave che comporta distacco della retina e cecità. L’incidenza di questa 
patologia è strettamente dipendente dal tempo gestazionale alla nascita. 
Nel feto umano i vasi sanguigni retinici iniziano a svilupparsi durante il quarto mese di 
gestazione (Foos et al., 1973; Roth et al., 1977) e le ultime 12 settimane di gravidanza sono 
fondamentali per un normale sviluppo vasale. Nei bambini nati prematuri la vascolarizzazione 
della retina si arresta lasciando zone periferiche avascolari la cui area dipende dallo stadio di 
gestazione. Molti sono i fattori di rischio legati a questa patologia: età gestazionale inferiore 
alle 32 settimane, iperossia, anemia, ipercapnia, apnea, ventilazione meccanica, trasfusioni, 
bradicardia. La principale causa di ROP rimane comunque l’iperossia. Infatti per ovviare ai 
problemi respiratori i prematuri vengono sottoposti ad elevati livelli di ossigeno e questa 
condizione, insieme alla diminuzione dei livelli di Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1) 
materno in seguito al parto, causa l’arresto della formazione vasale (Ashton et al., 1954; 
Ashton et al., 1966; Penn et al., 1994; Smith et al., 1994; McLeod et al., 1996). E’ infatti noto 
che in assenza del fattore IGF-I non può avvenire stimolazione del VEGF, principale fattore 
pro-angiogenico (Smith et al., 2004). Quando, in seguito, il bambino viene riportato a livelli 
normali di ossigeno percepisce questa condizione come ipossica e viene perciò stimolato il 
rilascio di fattori di crescita come il VEGF il quale favorisce la neovascolarizzazione e quindi 
la crescita di vasi anomali (Smith et al., 1994; Pierce et al., 1995). 
Una classificazione internazionale suddivide la ROP in diversi stadi. Nella ROP I stadio la 
periferia retinica avascolare è ben delimitata. Nelle settimane successive tale linea di 
demarcazione può pian piano scomparire e la retina vascolarizzarsi normalmente. In questo 
caso la ROP regredisce senza portare ad alcun difetto visivo. In caso contrario la linea può 
assumere l’aspetto di una cresta (ROP II stadio) ma anche tale fase può regredire 
spontaneamente oppure progredire a ROP III stadio con comparsa di vascolarizzazione 
extraretinica. Se i nuovi vasi formati mostrano aneurismi e tortuosità lo stadio III viene 
denominato “plus” indicando un peggioramento della malattia. Lo stadio III costituisce il 
 - 11 -
punto di non ritorno della ROP che infatti non può più regredire. Le evoluzioni successive 
riguardano il distacco parziale o totale della retina (rispettivamente ROP IV e V stadio) che 
comportano una grave compromissione della vista. 
I deficit visivi della ROP possono essere di varia entità e tra questi il distacco della retina 
risulta ovviamente il deficit più grave. Lo strabismo rappresenta un’altra importante 
complicanza che può comportare diplopia, perdita di vista da un occhio o elevata differenza 
visiva tra i 2 occhi. Durante la ROP si possono inoltre sviluppare problemi alla cornea o alla 
cataratta, glaucoma e nistagmo. Sono stati osservati casi in cui lo sviluppo della ROP 
comporta problemi visivi durante la seconda e terza decade di vita, come glaucoma, strabismo 
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CAPITOLO 2 




La vascolarizzazione è il processo di formazione di vasi sanguigni e può svilupparsi con due 
diverse modalità che differenziano la vasculogenesi dalla angiogenesi. La vasculogenesi è il 
processo di formazione de-novo di vasi a partire da cellule staminali, quali gli angioblasti, che 
si verifica nei primi stadi di embriogenesi (Risau et al., 1995; Patan, 2004), anche se i 
precursori delle cellule endoteliali si ritrovano anche nell’adulto all’interno del midollo osseo 
e sono reclutati dai tessuti in caso di trauma o ischemia (Zammaretti et al., 2005). Nel 
processo di angiogenesi (neovascolarizzazione), invece, i nuovi vasi si formano a partire da 
vasi preesistenti per sprouting delle cellule endoteliali. Nonostante il processo di angiogenesi 
sia alla base di numerose patologie (si pensi allo sviluppo dei tumori solidi) (Asahara et al., 
1997; Djonov et al., 2000; Peichev et al., 2000; Djonov et al., 2003; Patan, 2004), esso ha 
comunque rilevanti funzioni fisiologiche come, ad esempio, nella rimarginazione delle ferite 
(Ruiter et al., 1993; Paavonen et al., 2000) e nella vascolarizzazione dell’endometrio (Ferrara 
et al., 1998). 
Il processo di angiogenesi ha inizio con l’aumento della permeabilità vascolare (Conway et 
al., 2001) e la perdita di proteine plasmatiche, fattori di crescita e fattori infiammatori che si 
riversano nelle aree circostanti. Le proteine plasmatiche formano la struttura di supporto per 
la migrazione di cellule endoteliali mentre i fattori di crescita e i fattori infiammatori attivano 
gli enzimi che degradano la matrice extracellulare (ECM). La degradazione della ECM forma 
delle camere in cui le cellule endoteliali possono migrare e rilascia dei fattori proangiogenici 
che si ancorano alla matrice (VEGF, bFGF –basic fibroblast growth factor-, IGF-1)(Mousa et 
al., 1999). Questi promuovono l’attivazione delle cellule endoteliali che migrano dai vasi 
preesistenti e formano nuovi vasi che gemmano così dai vecchi. 
Nelle retinopatie proliferative la formazione di nuovi vasi avviene per angiogenesi e si 
verifica in risposta a fenomeni di ipossia, ischemia o stress ossidativo. Nella retina si verifica 
a partire dall’ILM dove può causare emorragia vitrea o addirittura distacco della retina. I 
principali fattori di interesse nella patogenesi della retina risultano essere il VEGF (vascular 
endothelial growth factor), l’eritropoietina, l’IGF-1 (insulin-like growth factor), l’HGF 
(hepatocyte growth factor), l’angiopoietina e il PDGF (platelet-derived growth factor). 
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I fattori di crescita sono costituiti da gruppi diversi di proteine con alcune caratteristiche 
comuni. La maggior parte dei fattori di crescita sono proteine secrete che legano recettori di 
membrana su cellule autocrine, paracrine o endocrine. Questi recettori possiedono attività di 
tirosin-chinasi che scatena segnali intracellulari modificando la trascrizione genica. 
Generalmente la funzione principale dei fattori di crescita è di stimolare la proliferazione 
cellulare e normalmente questa loro attività è mantenuta silente dalla prevalenza di fattori 
antiangiogenici (Folkman e Ingber, 1992; Cao, 2001; Gao e Ma, 2002; Ma et al., 2005). 
Quando, per varie cause, si verifica sbilanciamento tra fattori proangiogenici e antiangiogenici 
il processo di angiogenesi viene stimolato e dai vasi, precedentemente quiescenti, si 
sviluppano neovasi (Battegay, 1995; Liu et al., 1995; Pe’er et al., 1995; Benelli et al., 2002; 
Gao e Ma, 2002; Ma et al., 2005). Questo processo quindi implica la stimolazione dei 
recettori dei fattori di crescita sull’endotelio, la proteolisi della membrana basale delle cellule 
endoteliali, la proliferazione e migrazione delle cellule endoteliali, la degradazione della 
matrice (ECM), la maturazione dei vasi, il reclutamento delle cellule di supporto (periciti), 
quindi chiusura dei vasi neoformati (Folkman, 1971; Yancopoulos et al., 2000; Carmeliet, 
2003).  
 
2.1.1 Neovascolarizzazione nello sviluppo retinico 
I vasi che provvedono ad irrorare la retina subiscono profonda riorganizzazione durante il loro 
sviluppo. Inizialmente la parte più interna dell’occhio è metabolicamente supportata dai vasi 
ialoidi provenienti dal nervo ottico. Negli stadi successivi di sviluppo questi vasi sono 
completamente sostituiti dalla vascolatura retinica. Questa sostituzione avviene negli uomini 
circa a metà gestazione mentre nei topi si verifica alla nascita. Alla regressione dei vasi ialoidi 
si accompagna lo sviluppo di un plesso vasale dal nervo ottico da cui origina la vascolatura 
retinica. A differenza della vascolatura ialoide, quella retinica è costituita sia da arterie che da 
vene che entrano ed escono dal nervo ottico. Questo primo plesso vasale sulla superficie 
interna della retina si rimodella a formare un network vasale interconnesso localizzato nello 
strato della neuroretina.  
Nell’uomo i vasi retinici iniziano a svilupparsi durante il quarto mese di gestazione e alla 
nascita la vascolarizzazione può dirsi pressoché completa. Nel topo, invece, la 
vascolarizzazione retinica si verifica nel periodo post-natale e i vasi si estendono a ricoprire la 
periferia avascolare attraverso un processo che include sia angiogenesi che vasculogenesi. I 
vasi retinici emergono dalla testa del nervo ottico immediatamente dopo la nascita e durante 
la prima settimana di vita crescono radialmente verso la periferia formando il plesso vascolare 
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primario superficiale (dal giorno post-natale 1 -PD1- a PD10). Attorno all’ottavo giorno di 
vita iniziano a formarsi nuovi vasi dal plesso superficiale formando un plesso più profondo. 
Questi nuovi rami vasali migrano verso la zona posteriore della retina fino al margine esterno 
dell’INL formando il plesso profondo secondario (da PD8 a PD12) (Provis et al., 1997; 
Provis, 2001; Dorrell et al., 2002). Infine durante la terza settimana di vita (PD14) si forma un 
plesso vascolare intermedio a livello del margine interno dell’ INL, che si completa attorno al 
20° giorno di vita. (Dorrell and Friedlander, 2006). Generalmente nei mammiferi il completo 
sviluppo della vascolatura retinica coincide con l’apertura della rima palpebrale. I vasi 
periferici maturano più tardivamente rispetto ai centrali quindi la retina mostra stadi diversi di 
vascolarizzazione andando dalla periferia al centro. 
Lo sviluppo della vascolarizzazione retinica è preceduto da una migrazione nella retina di 
astrociti (Stone e Dreher, 1987; Watanabe e Raff, 1988) che originano da percursori presenti 
nel nervo ottico (Mi e Barres, 1999; Chu et al., 2001) e proliferano in direzione centrifuga 
attraverso la retina (Fruttiger et al., 1996; Ling e Stone, 1998). Dagli stessi precursori 
originano anche gli astrociti propri del nervo ottico. La distinzione fra queste due popolazioni 
di astrociti maturi è possibile grazie all’espressione di PDGFRα, recettore del Platelet Derived 
Growth Factor che è espresso dagli astrociti retinici molti giorni prima che questi invadano la 
retina (Mudhar et al., 1993). Il suo ligando è PDGFA, secreto dalle cellule ganglionari della 
retina (Fruttiger et al., 2000). Gli astrociti proliferano fino a formare una fitta rete di capillari 
esprimendo bassi livelli di GFAP (glial fibrillar acidic protein) (Chu et al., 2001). Prima di 
essere ricoperti dai vasi percepiscono ipossia ed esprimono VEGF (Pierce et al., 1996; West 
et al., 2005), stimolando quindi vascolarizzazione (Stone et al., 1995). Questo evento agisce a 
feedback negativo regolando la crescita degli astrociti e dei vasi stessi ( West et al., 2005). 
Man mano che i vasi si sviluppano dal centro verso la periferia, si sviluppa un albero 
vascolare in cui sono ben distinguibili arterie e vene con alcuni capillari allungati ed altri più 
corti (Fruttiger et al., 2007) a causa della migrazione, rilocalizzazione (Hughes e Chang-Ling, 
2000) ed apoptosi delle cellule endoteliali (Ishida et al., 2003). 
Attraverso l’iperossia è possibile provocare obliterazione dei vasi poiché in queste condizioni 
viene inibito il VEGF, lo stimolo primario alla vascolarizzazione. I capillari vicino alle arterie 
sono i più colpiti poiché contengono le più alte concentrazioni di ossigeno e i più bassi livelli 









3.1 Caratteristiche del VEGF 
La famiglia del VEGF (vascular endothelial growth factor) include al suo interno VEGF-A, 
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F e il fattore di crescita placentare PlGF 
(Penn et al., 2008). 
Il VEGF-A è una glicoproteina dimerica di circa 40 KDa ed è stata identificata in 4 diverse 
varianti di splicing distinte da diverso numero di aminoacidi: VEGF121, VEGF165, VEGF189, 
VEGF206 (Ferrara, 2004). Il VEGF-A, con particolare riguardo alla forma VEGF165, è il più 
potente stimolatore angiogenico ed è inoltre implicato nell’aumento di permeabilità vasale 
(Senger et al., 1983). Il VEGF-B è implicato nella progressione di tumori non angiogenici e 
nel processo di angiogenesi ma in maniera meno potente rispetto a VEGF-A, mentre VEGF-C 
e VEGF-D sono studiati per il loro ruolo nell’angiogenesi e nella linfoangiogenesi tumorali, 
agendo molto probabilmente in sinergia con il VEGF-A nel processo patologico di 
angiogenesi. Il VEGF-C è un fattore trofico per le cellule neuroepiteliali mentre il VEGF-E è 
anch’esso un fattore angiogenico (Seetharam et al., 1995; Meyer et al., 1999), ma è stato 
individuato solamente come variante virale. Il VEGF-F è stato recentemente scoperto e la sua 
funzione deve ancora essere chiarita. Infine il PlGF induce incremento della permeabilità, 
proliferazione, chemiotassi e angiogenesi (Ziche et al., 1997; Luttun et al., 2002; Odoriso et 
al., 2002) agendo molto probabilmente in sinergia con il VEGF-A nel processo di angiogenesi 
patologica (Carmeliet et al., 2001). 
 
3.2 Recettori del VEGF 
Sono stati identificati 3 tipi di recettori del VEGF, con attività tirosin-chinasica. Il VEGFR-1 
(o Flt-1) e il VEGFR-2 (o Flk-1) hanno elevata affinità per il VEGF-A ma VEGFR-2 può 
legare anche VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E mentre VEGFR-1 è in grado di legare anche 
VEGF-B e PlGF con elevata affinità; il VEGFR-3 (o Flt-4) lega con forza VEGF-C e VEGF-
D (Joukov et al., 1996). Il gene per VEGFR-1 codifica per 2 diversi polipeptidi, una forma più 
lunga transmembrana e una più corta solubile (Shibuya, 2001). Questa molecola solubile 
agisce probabilmente come inibitore naturale di VEGF-A. L’attivazione di questi recettori 
richiede dimerizzazione e in parallelo autofosforilazione dei residui tirosinici. Sono formati da 
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7 domini extracellulari Ig-simili, un singolo dominio transmembrana ed un dominio 
conservato intracellulare (Terman et al., 1992; Millauer et al., 1993; Neufeld et al., 1999; 
Veikkola et al., 2000). La neuropilina-1 (NP-1) funge da corecettore per l’isoforma VEGF165 





















VEGFR-1 sembra funzionare come un regolatore negativo di VEGFR-2 (Ferrara, 2001) 
sequestrando il VEGF-A (a cui si lega con maggiore affinità) e riducendo così la sua 
disponibilità a legare VEGFR-2. L’autofosforilazione di VEGFR-1 è però più debole di quella 
di VEGFR-2. Il VEGF-E ha una potente azione angiogenica pari a quella del VEGF-A e il suo 
legame selettivo con VEGFR-2 suggerisce che tale azione possa essere mediata senza attivare 
necessariamente VEGFR-1 (Meyer et al., 1999). VEGFR-1 è espresso sulle cellule 
endoteliali, sui periciti (Witmer et al., 2002b) e sulle cellule contrattili dei vasi (Parenti et al., 
2002). Il legame del VEGF-A porta alla sua forforilazione tirosinica e alla conseguente 
attivazione di segnali intracellulari. Ciò avviene anche in seguito ad ipossia. Topi knock out 
per il recettore 1 muoiono attorno all’ottavo giorno di gestazione a causa della 
disorganizzazione dei vasi neoformati. 
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VEGFR-2 è espresso principalmente sulle cellule endoteliali ed è il recettore responsabile 
della diretta mediazione funzionale del VEGF su queste cellule favorendone la migrazione e 
la proliferazione e promuovendo quindi il processo di angiogenesi. Inoltre il legame del 
VEGF-A a questo recettore induce l’espressione di NOS (Shen et al., 1999) e produzione di 
NO dalle cellule endoteliali (Kroll e Waltenberger, 1999). Il ruolo di VEGFR-2 sulle altre 
cellule deve ancora essere chiarito.VEGFR-2 è essenziale per la formazione dei precursori 
endoteliali e per la loro proliferazione tant’è che topi VEGFR-2 knock out muoiono attorno 
all’ottavo giorno di gestazione per l’insufficiente vascolarizzazione. Il legame del VEGF-A 
causa autofosforilazione dei residui tirosinici. 
Il VEGFR-3 è espresso nei vasi durante i primi stadi di sviluppo ma negli stadi successivi la 
sua espressione è limitata ai vasi linfatici; agisce perciò nella linfoangiogenesi e 
nell’ematopoiesi. E’ inoltre implicato nel processo di angiogenesi che interessa la 
rimarginazione delle ferite (Paavonen et al., 2000; Witmer et al., 2001) e la crescita tumorale 
(Partanen et al., 1999; Valtola et al., 1999; Saaristo et al., 2000; Witmer et al., 2001). 
 
3.3 VEGF e recettori durante lo sviluppo 
L’azione del VEGF-A è fondamentale sia durante lo sviluppo embrionale che durante la vita 
adulta. Nell’embrione l’espressione del VEGF-A si verifica dopo pochi giorni dalla 
formazione. Nei topi a stadi successivi è espresso nel cuore, fegato, midollo spinale e cervello 
(Breier et al., 1992). Nel feto umano di 16-22 settimane il VEGF-A è espresso in tutti i tessuti 
ma soprattutto nel polmone, nel fegato e nella milza (Shifren et al., 1994). I topi alla nascita 
presentano un’intensa espressione del VEGF nello strato di fibre nervose e tale espressione 
tende ad aumentare fino al settimo giorno di vita. Successivamente, man mano che procede lo 
sviluppo vascolare, l’espressione del VEGF si riduce gradualmente (Penn et al., 2008). 
Tutti e 3 i recettori sono essenziali per il normale sviluppo della vascolatura embrionale ma 
con ruoli differenti. VEGFR-1 sembra infatti agire sui periciti mentre VEGFR-2 è 
fondamentale invece per la vasculogenesi embrionale tant’è che, come sopra riportato, topi 
knock out per l’uno o per l’altro recettore non sono vitali (Fong et al., 1995) a causa della 
distruzione dei precursori ematopoietici e del mancato sviluppo dei vasi ematici (Shalaby et 
al., 1995). Nei topi knock out per il recettore 3 si verifica invece vasculogenesi ma i vasi 
risultano organizzati in modo anomalo con lume difettoso e si verifica accumulo di liquido 
nella cavità pericardica accompagnato da problemi cardiaci. Tutto ciò conduce comunque alla 
morte embrionale al nono giorno di gestazione (Dumont et al., 1998). 
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Durante lo sviluppo l’espressione del VEGF si verifica inizialmente negli astrociti dello strato 
neuroblastico adiacente all’ ILM vicino al disco ottico; da qui si sviluppa verso la periferia 
con una graduale down-regulation nella retina centrale. Con il progredire dello sviluppo 
l’espressione del VEGF scompare dallo strato superficiale e compare nelle cellule di Műller 
dell’ INL in concomitanza con la formazione del plesso vascolare. 
 
3.4 VEGF e recettori nell’adulto 
Nell’uomo il VEGF-A è implicato nell’angiogenesi fisiologica. E’ espresso inoltre in molti 
tessuti che non mostrano angiogenesi (Ferrara et al., 1992; Monacci et al., 1993; Ferrara, 
1999), come l’epitelio dei glomeruli renali (Breier et al., 1992; Esser et al., 1998) e la mucosa 
gastrointestinale (Shifren et al., 1994; Terris et al., 1998). VEGF-A è in grado di mantenere la 
sopravvivenza e l’integrità delle cellule endoteliali mediante segnali anti-apoptotici (Gerber et 
al., 1998; Thakker et al., 1999), a differenza invece dei topi adulti in cui l’azione del VEGF-A 
non sembra necessaria in questo senso. Il VEGF-A può inoltre indurre aumento della 
permeabilità vasale (Adamis et al., 1994; Aiello et al., 1994b; Qaum et al., 2001; Takeda et 
al., 2001). Nella retina il VEGF-A è secreto dall’ RPE (Witmer et al., 2003) e tutti e 3 i 
recettori sono espressi sull’endotelio coriocapillare (Blaauwgeers et al., 1999), per cui la 
distruzione dell’RPE causa atrofia della coriocapillare (Korte et al., 1984). I periciti 
esprimono VEGFR-1 ma non VEGFR-2 mentre l’RPE esprime entrambi i recettori in seguito 
a stress ossidativo. Nel topo le cellule ganglionari esprimono entrambi i recettori. 
Ad oggi si sa che il VEGF-B è espresso soprattutto nel miocardio e nel tessuto muscolare 
scheletrico (Oloffson et al., 1996) sia dell’embrione che dell’adulto. Il VEGF-C è importante 
nello sviluppo del sistema linfatico durante l’embriogenesi e per il suo mantenimento 
nell’adulto (Kaipainen et al., 1995, Joukov et al., 1996; Kukk et al., 1996; Ymboussaki et al., 
1998; Eriksson e Alitalo, 1999;). I ruoli fisiologici degli altri membri della famiglia del VEGF 
devono ancora essere chiariti. 
 
3.5 VEGF e recettori nelle patologie 
E’ comunemente noto il ruolo del VEGF-A nello sviluppo patologico dell’angiogenesi che si 
verifica nei tumori o in seguito a danno ischemico e infiammatorio (retinopatie proliferative) 
(Carmeliet and Jain, 2000; Yancopoulos et al., 2000). Anche l’ipossia è un importante 
regolatore angiogenico e upregola l’espressione del VEGF-A (a differenza del VEGF-B che è 
invece inibito) (Plate et al., 1992; Shweiki et al., 1992a; Cao et al., 1996; Marti and Risau, 
1998a; Blaauwgeers et al., 1999). In particolare l’ipossia promuove la trascrizione del fattore 
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ipossia-inducibile HIF-1α il quale a sua volta si lega al promotore del VEGF-A favorendone 
la trascrizione (Carmeliet et al. 1998). Ciò avviene anche per il recettore VEGFR-1 che 
contiene un sito di legame per HIF-1α. (Gerber et al., 1997). VEGFR-2 viene invece 
upregolato dall’ipossia nonostante non contenga tale sito di legame e ciò implica 
probabilmente un meccanismo indiretto, come il legame del VEGF-A stesso (Kremer et al., 
1997; Shen et al., 1998; Witmer et al., 2002a) o l’attivazione post-trascrizionale 
(Waltenberger et al., 1996). In normossia HIF-1α viene ubiquitinato e degradato nel 
proteasoma grazie all’azione di idrossilasi, che sono invece inattivate in caso di ipossia. Gli 
effetti del VEGF-A non sono limitati alle cellule endoteliali ma, come VEGFR-1, è anche 
espresso su monociti (Barleon et al., 1996; Clauss et al., 1996) e periciti (Takagi et al., 1996; 
Witmer et al., 2002b) provocandone il reclutamento durante il processo di angiogenesi oppure 
durante la più tardiva maturazione dei vasi ematici (Crocker et al., 1970). Diversi membri 
della famiglia del VEGF controllano singolarmente i processi di angiogenesi e 
linfoangiogenesi. VEGFA-C-D inducono angiogenesi attraverso il legame al VEGFR-2 (Cao 
et al., 1998; Witzenbichler et al., 1998; Marconcini et al., 1999;), responsabile della 
proliferazione endoteliale. Diversamente, VEGF-C e D inducono linfoangiogenesi mediante il 
recettore 3 (Skobe et al., 2001; Veikkola et al., 2001). Sia l’angiogenesi che la 
linfoangiogenesi si verificano durante la riparazione delle ferite in cui avviene una rilevante 
espressione di VEGFR-3 nei capillari in gemmazione (Witmer et al., 2001). 
La mancanza di un allele del VEGF causa forti deficit vascolari in embrioni di topo in cui 
risultano infatti alterazioni del flusso cerebrale e cardiaco. 
 
3.6 VEGF e recettori nella retina 
Durante lo sviluppo della vascolarizzazione retinica l’azione più importante è svolta dal 
VEGF-A e dai suoi recettori VEGFR-1 e VEGFR-2 (Provis et al., 1997; Robinson et al., 
2001) la cui presenza è fondamentale anche per lo sviluppo della neuroretina (Robinson et al. 
2001). Nell’uomo adulto le cellule endoteliali sono ricoperte dai periciti nei capillari e dalle 
cellule contrattili nei vasi più grandi. Cellule endoteliali e periciti sono in grado di 
autoregolare la permeabilità ed il flusso capillare (Hirschi e D’Amore, 1996) grazie a 
citochine e mediatori rilasciati da cellule ematiche. 
Diversi tipi di cellule retiniche producono e secernono VEGF: RPE (Miller et al., 1997), 
astrociti (Stone et al., 1995), cellule di Műller (Robbins et al., 1997), endotelio (Aiello et al. 
1998) e cellule ganglionari (Ida et al., 2003). Queste cellule differiscono ampiamente nelle 
loro risposte all’ipossia: studi in vitro mostrano che le cellule di Műller e gli astrociti 
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generalmente producono la maggior quantità di VEGF in condizioni ipossiche (Hata et al., 
1995; Morrison et al., 2007)  
Nella retina umana VEGFR-1 e VEGFR-2 sono espressi sia nella neuroretina che negli 
elementi vascolari; negli adulti questa espressione si restringe all’INL (cellule di Műller e 
cellule amacrine), allo strato di cellule ganglionari e agli elementi vascolari (Stitt et al., 1998). 
Nell’occhio come negli altri organi le conoscenze riguardo al VEGF non sono ancora 
complete. Il VEGF-A è espresso nella retina mentre i recettori sembrano espressi sia dentro 
che fuori dalla vascolatura retinica (Gilbert et al., 1998; Stitt et al., 1998; Kim et al., 1999). 
VEGFR-1 in particolare sembra l’unico recettore presente sull’endotelio, probabilmente sui 
periciti, svolgendo qui la sua funzione di esca rispetto a VEGFR-2 (Hiratsuka et al., 1998; 
Yancopoulos et al., 2000). La neuroretina sembra invece presentare tutti e 3 i recettori 
(Witmer et al., 2002a) suggerendo l’azione di tutte le classi di VEGF, compresa l’azione 
neuroprotettiva del VEGF-A su VEGFR-2 (Jin et al., 2000). 
 
3.7 VEGF e recettori nelle retinopatie proliferative 
Il VEGF-A, come già detto, ha un ruolo fondamentale nell’angiogenesi retinica e l’ipossia ne 
aumenta i livelli stimolandone la trascrizione genica. I tipi cellulari interessati da questo 
meccanismo sono le cellule endoteliali, i periciti, le cellule di Műller e l’RPE, per cui i livelli 
vitrei di VEGF risultano aumentati in pazienti affetti da retinopatie proliferative quali PDR e 
AMD. Sembra che i livelli di VEGF siano dipendenti da quelli dell’ IGF-1 nella PDR, 
dimostrando un ruolo indiretto di quest’ultimo nella patogenesi della malattia. Nella ROP 
invece la riduzione dei livelli di IGF-1 alla nascita inibisce il normale sviluppo retinico 
rendendo così la retina ipossica e stimolando quindi, indirettamente, la sintesi di VEGF.  
La mancanza di un allele del VEGF causa forti deficit vascolari in embrioni di topo in cui 
risultano infatti alterazioni del flusso cerebrale e cardiaco che conducono a morte a metà 
gestazione (Carmeliet et al., 1996; Ferrara et al., 1996). 
  
3.7.1 VEGF in PDR 
Il VEGF è stato identificato come il mediatore primario delle alteriazioni vascolari in PDR. 
Sembra che gli alti livelli di glucosio, stress ossidativo, ipossia e reazioni infiammatorie 
contribuiscano ad indurre l’incremento del VEGF. Inoltre il blocco della sua azione può 
prevenire alterazioni della permeabilità vasale. Come già accennato la regolazione 
trascrizionale del VEGF in condizioni ipossiche sembra essere dovuta al fattore di trascrizione 
HIF-1. Sembra inoltre che le ROS inducano la trascrizione del VEGF mediante il fattore di 
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trascrizione STAT3 e che a sua volta STAT3 venga stimolato dal VEGF e da reazioni 
infiammatorie. 
Il ruolo del VEGF nell’induzione della reazione infiammatoria è dimostrato da studi in cui la 
sua espressione è correlata con gli aumentati livelli di ICAM-1 in retine di animali diabetici. 
Inoltre il blocco del VEGF inibisce la leucostasi e ristabilisce le funzioni della barriera emato-
retinica. Questo concetto è ulteriormente supportato da dati che dimostrano che sue 
somministrazioni inducono aumento dei livelli di ICAM-1 e leucostasi. 
La neovascolarizzazione che si verifica nella retinopatia diabetica proliferativa è 
accompagnata da un aumento dei livelli di VEGF-A nell’umor acqueo e nel vitreo (Adamis et 
al., 1994a; Aiello et al., 1994a; Wells et al., 1996a; Shinoda et al., 1999). Un importante 
meccanismo che guida l’aumentata espressione di VEGF-A in ipossia è l’elevato consumo di 
ossigeno da parte dei bastoncelli durante il loro adattamento a ridotte quantità di luce (Arden 
et al., 2001). VEGF-A promuove la proliferazione delle cellule endoteliali ma con tempistiche 
differenti tra l’iride e la retina. Nella retina infatti la presenza di fattori antiangiogenici ritarda 
lo sviluppo della vascolarizzazione che è invece molto rapida a livello dell’iride; inoltre l’iride 
esprime costitutivamente il VEGFR-2. In PDR i livelli di VEGFR-2 e VEGFR-3 (Witmer et 
al., 2002a) risultano aumentati soprattutto a livello degli elementi vascolari, mentre quelli di 
VEGFR-1 rimangono costanti.  
I pazienti trattati con fotocoagulazione laser mostrano rilascio dell’inibitore angiogenico 
angiostatina, normalmente non presente nell’occhio, e decremento dei livelli di VEGF-A 
(Spranger et al., 2000). Nonostante ciò l’attività proliferativa permane anche dopo trattamento 
indicando che il rilascio di angiostatina non è sufficiente a bloccare l’angiogenesi. Il più 
potente inibitore endogeno del processo è il PEDF, fattore neurotrofico per la retina 
(Aymerich et al., 2001) che sembra sia necessario per il mantenimento dell’omeostasi 
dell’angiogenesi retinica (Chader, 2001; Ogata et al., 2001a; Stellmach et al., 2001). Nelle 
zone neovascolarizzate non trattate si riscontrano bassi livelli di PEDF (Spranger et al., 2001) 
e aumentati livelli di VEGF-A. La produzione di PEDF è regolata dall’ipossia che risulta 
essere anche lo stimolo principale per il VEGF-A (Dawson et al., 1999). Inoltre dopo 
trattamento laser i livelli di PEDF risultano incrementati grazie alla stimolazione dell’RPE 
(Ogata et al., 2001). Tutto ciò dimostra ulteriormente che il processo di angiogenesi è regolato 
dal bilanciamento tra fattori proangiogenici e fattori antiangiogenici e che uno sbilanciamento 
di tale equilibrio è alla base dello sviluppo del processo patologico.  
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3.7.2 VEGF in AMD 
La neovascolarizzazione coroidea (CNV) è la principale causa di cecità nell’AMD anche se la 
sua patogenesi è ancora poco conosciuta (Campochiaro et al., 1999). I vasi neoformati vanno 
incontro a rottura provocando un ispessimento della superficie della retina. Durante 
l’invecchiamento la membrana di Bruch va incontro ad ispessimento (Holz et al., 1994) e ciò 
riduce il flusso di ossigeno dalla coroide all’RPE e alla retina (Campochiaro et al., 2000). Lo 
stato ipossico percepito è uno stimolo al rilascio di VEGF-A i cui livelli risultano infatti 
aumentati in pazienti con AMD (Wells et al., 1996b). Le cellule dell’RPE secernono VEGF-A 
verso la coriocapillare che a sua volta esprime tutti e 3 i recettori del VEGF (Witmer et al., 
2003). Questa relazione tra RPE e coriocapillare normalmente esistente viene meno in AMD a 
causa dell’ispessimento della membrana di Bruch che risulta meno permeabile ai componenti 
idrosolubili, come il VEGF, a causa dei depositi lipidici (Holz et al., 1994). Il VEGF-A non 
può quindi raggiungere la coriocapillare e svolgere su di essa l’attività di supporto causandone 
atrofia (Ramrattan et al., 1994). I livelli di PEDF risultano ridotti in pazienti con CNV mentre 
aumentano quando la patologia regredisce (Renno et al., 2002). Questo è dovuto al fatto che, 
come detto precedentemente, la prevalenza di fattori antiangiogenici blocca l’insorgere del 
processo angiogenico. 
 
3.7.3 VEGF in ROP 
Come già accennato i livelli di VEGF variano in relazione a diverse concentrazioni di O2. In 
normossia il VEGF è prodotto dalle cellule retiniche a livelli tali da garantire la sopravvivenza 
dei vasi. La sua espressione si riduce in iperossia, per aumentare invece in seguito a ipossia 
(Ashton et al., 1957; Ashton et al., 1966). L’azione del VEGF-A è mediata dal fattore di 
crescita insulino-simile IGF-1, senza il quale il VEGF non è in grado di assolvere le sue 
funzioni proangiogeniche. In ipossia la secrezione di VEGF è garantita da numerosi tipi 
cellulari come cellule endoteliali, periciti, cellule di Műller e astrociti. In retine normossiche 
le regioni immediatamente adiacenti al disco ottico risultano prive di capillari e 
dell’espressione di VEGF. In iperossia i livelli di VEGF si riducono ulteriormente e queste 
regioni si espandono. E’ stato visto però che retine di topi appena nati esposti a iperossia per 7 
giorni non si vascolarizzano nonostante si aumentino livelli di VEGF. Questo probabilmente 
perché non essendo ancora avviato lo sviluppo retinico l’effetto dell’iperossia non viene 
facilmente trasmesso al tessuto. Oltre ad agire nella formazione e sopravvivenza dei vasi, il 
VEGF aumenta la permeabilità vascolare inducendo la formazione di vasi fenestrati 
responsabili di emorragie retiniche. I livelli di VEGF risultano aumentati nel fluido oculare di 
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pazienti affetti da retinopatie proliferative. Il VEGF inizia ad essere espresso già negli 
astrociti che si estendono nella retina prima della formazione del plesso vascolare cosicché 
promuove la proliferazione e la migrazione endoteliale. Dall’arteria ialoide del nervo ottico, 
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CAPITOLO 4 
TERAPIE PER RETINOPATIE PROLIFERATIVE 
 
 
Nella cura delle retinopatie proliferative particolare rilevanza è assunta, ovviamente, dal 
blocco del processo di neovascolarizzazione. In questo senso si proiettano anche studi attuali 
nella sperimentazione di nuove terapie. Fino ad oggi le terapie utilizzate per il trattamento di 
AMD, ROP e PDR riguardano tecniche di ablazione dei neovasi e l’arresto del processo di 
angiogenesi mediante terapie fisiche, farmacologiche e combinatorie. 
 
4.1 Terapie fisiche 
4.1.1 Termoterapia laser con ablazione transpupillare dei vasi (TTT) 
Questa tecnica è stata principalmente utilizzata per il trattamento della neovascolarizzazione 
coroidea in AMD (Ligget et al., 2006) e per l’ablazione dei vasi in ROP (Capone et al., 1993). 
TTT utilizza l’azione di raggi infrarossi in modo tale da elevare la temperatura nella parte 
posteriore dell’occhio inducendo così la chiusura dei vasi neoformati e risparmiando la retina 
sovrastante. Poiché tale trattamento dipende dalla pigmentazione oculare che può essere 
variabile, sfortunatamente alcuni pazienti possono subire delle scottature. I trattamenti laser, 
seppure consentano di arrestare o per lo meno di rallentare l’evoluzione di molte forme di 
degenerazione maculare essudativa, solo in pochissimi casi riescono a dare un miglioramento 
funzionale. Talora questi trattamenti hanno grosse limitazioni, come in presenza di grossi 
ematomi retinici che impediscono l’impatto con la luce laser e possono presentare 
complicanze quali fenomeni emorragici e rotture iatrogene dell’epitelio pigmentato. 
 
4.1.2 Fotocoagulazione laser 
Ad oggi il solo trattamento approvato per la PDR è la fotocoagulazione. L’obiettivo primario 
è di prevenire la progressione della neovascolarizzazione mediante l’uso di un raggio laser ad 
elevata temperatura che colpisce i vasi neoformati provocandone l’ablazione. Ciononostante 
in alcuni casi la fotocoagulazione non è sufficiente ad arrestare la patologia e talvolta si 
possono verificare distruzioni di alcune parti della retina che comportano perdita della visione 
crepuscolare. Può inoltre essere dolorosa e causare infiammazione inducendo la ricrescita di 
nuovi vasi.  
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4.1.3 Terapia fotodinamica con verteporfina (PDT) 
A differenza delle precedenti tecniche, questa utilizza luce a bassa temperatura la quale attiva 
la verteporfina somministrata endovena (Bressler, 2001) che si concentra selettivamente 
all’interno dei vasi della membrana neovascolare sottoretinica. L’esposizione ad un raggio 
laser non termico (con lunghezza d’onda di 689 nm) determina l’attivazione della verteporfina 
che provoca la formazione di un trombo all’interno dei vasi patologici obliterandoli, senza 
danneggiare la retina sovrastante (Schmidt-Erfurth, 2000). Purtroppo la chiusura dei neovasi 
dopo un singolo trattamento è spesso solo temporanea per cui sono necessari più trattamenti 
in tempi successivi. L’effetto di questo trattamento è stato dimostrato soprattutto nei pazienti 
con AMD e in tali pazienti risulta il trattamento fino ad oggi maggiormente utilizzato. Gli 
effetti negativi di questo trattamento riguardano l’interessamento anche dei vasi normali la cui 
chiusura può portare al rilascio di fattori proangiogenici in risposta all’insufficiente apporto di 
ossigeno. 
 
4.1.4 Vitreoctomia  
Questo trattamento è utilizzato in stadi tardivi quando la patologia assume la massima gravità. 
Viene utilizzato soprattutto nello stadio V di ROP, ma anche in PDR e AMD. Durante questa 
operazione il vitreo viene sostituito con soluzione salina e viene rimosso il tessuto cicatriziale 
e l’eventuale emorragia. Si tratta di un intervento molto delicato che può comportare gravi 
rischi quale il distacco retinico. Deve quindi essere eseguito da chirurghi specializzati con 
vasta esperienza in merito e viene utilizzato come trattamento estremo. 
 
4.1.5 Traslocazione maculare 
Con questo intervento la retina viene staccata e mobilizzata totalmente sottoponendola poi ad 
una leggera rotazione che consente la trasposizione della retina maculare da salvare su una 
zona di coroidea “sana”, libera cioè da neovasi. Con questo complesso intervento si possono 
talora ottenere anche miglioramenti funzionali lusinghieri, ma l’estrema complessità della 
chirurgia e l’elevata incidenza di complicazioni (distacco della retina) limitano le indicazioni 
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4.2 Terapie farmacologiche 
L’ approccio farmacologico riguarda la regolazione dell’espressione e dell’attività dei 
numerosi fattori angiogenici, in particolare del VEGF.  
 
4.2.1 Inibitori del VEGF 
Le principali terapie tese ad inibire la neovascolarizzazione retinica sono basate sul blocco dei 
principali stadi della cascata angiogenica attraverso somministrazione locale o sistemica di 
farmaci che mirano principalmente all’inibizione dell’azione del VEGF. L’uso di anticorpi 
umanizzati diretti contro il VEGF, già in uso per la terapia di alcune forme tumorali, è dal 
alcuni anni approvato dall’FDA statunitense nella cura dell’AMD essudativa con l’utilizzo di 
farmaci quali Avastin e Lucentis. Gli stessi farmaci sono attualmente in uso in trials clinici su 
pazienti affetti da PDR. 
La somministrazione sistemica è ben accettata dai pazienti ma a causa della presenza della 
barriera emato-retinica sono necessarie dosi elevate di farmaco; inoltre l’inibizione sistemica 
dell’angiogenesi può compromettere la risposta vascolare ad eventuali danni da ischemia in 
pazienti con problemi cardiovascolari, cerobrovascolari e alla circolazione periferica. Anche 
eventi fisiologici come la rimarginazione delle ferite, la crescita ossea, la vascolarizzazione 
dell’endometrio durante il ciclo mestruale e la vascolarizzazione placentare potrebbero essere 
compromessi. Di contro anche la somministrazione locale di agenti antiangiogenici potrebbe 
comportare effetti sistemici. Comunque, poiché l’iniezione intraoculare è una via di 
somministrazione molto invasiva, per praticarla sono richiesti specialisti e data la breve 
emivita dei farmaci potrebbero essere necessarie ripetute iniezioni aumentando così il rischio 
di endoftalmiti, emorragie, distaccamento retinico e cataratta. Per ovviare a questi problemi 
sono argomento di studio dei sistemi a lento rilascio e terapie geniche (Bainbridge et al., 
2003; Borrast, 2003; Reich e Bennett, 2003). 
Ad oggi esistono due principali strategie per l’inibizione dell’angiogenesi in PDR mediante 
somministrazione sistemica: l’inibizione dell’azione del VEGF tramite inibitori della PKC e 
l’inibizione dell’insulin-like growth factor (IGF-1) mediante analoghi della somatostatina 
(SRIF). 
- Inibitori della PKC 
Le PKC sono una famiglia di proteine fisiologicamente attivate dal diacil-glicerolo (DAG) 
che sembrano giocare un ruolo molto importante nel processo di angiogenesi (Wegewitz et 
al., 2005). Nel diabete l’iperglicemia cronica aumenta la sintesi delle PKC determinata 
principalmente dalla sintesi de-novo di DAG a partire dall’intermedio glicolitico 
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gliceraldeide-3-fosfato (Koya et al., 1998). L’iperglicemia però può incrementare la sintesi 
delle PKC anche indirettamente tramite prodotti di glicosilazione AGEs (Postilla et al., 2000) 
e tramite la via dei polioli (Keogh et al., 1997). Anche lo stress ossidativo sembra associato 
all’attivazione delle PKC (Tomlinson, 1999; Kowluru, 2001). Tra le varie isoforme della 
PKC, la β2 sembra l’isoenzima attivato dall’iperglicemia e implicato nella patologia della 
PDR. Diverse isoforme della PKC possono essere attivate dal VEGF (Xia et al., 1996; Aiello 
et al., 1997) e tale attivazione contribuisce anche all’aumento della permeabilità vasale 
tramite fosforilazione dell’occludina, proteina principale delle tight junctions. A fronte di ciò 
bloccare l’azione delle PKC comporta inibizione della neovascolarizzazione e 
dell’iperpermeabilità vasale. Inoltre alcuni lavori riportano che l’espressione e la secrezione 
del VEGF da parte dell’RPE in risposta all’iperglicemia e all’ipossia è dipendende dalle PKC 
(Youngta et al., 2005). Il meccanismo, però, attraverso cui le PKC modulano l’espressione del 
VEGF deve ancora essere chiarito. 
- Analoghi della somatostatina 
 La somatostatina (SRIF) è stata infatti individuata nella neuroretina di varie specie, incluso 
l’uomo (Simo et al., 2006) ed è noto che essa possa agire come neuromodulatore e fattore 
antiangiogenico. Gli analoghi della SRIF (come l’octreotide) possono agire direttamente 
legandosi ai propri recettori sulle cellule endoteliali (Grant et al., 1993a; Wilson et al., 2001) o 
indirettamente inibendo il signaling post-recettoriale di diversi fattori di crescita come IGF-1, 
VEGF, EGF (epidermal growth factor) e PDGF (Davis et al., 2001; Sall et al., 2004). Inoltre 
sono stati osservati ridotti livelli intravitrei e plasmatici di SRIF in pazienti con PDR (Simo et 
al., 2002). Questa scoperta suggerisce che la SRIF posso essere aggiunta nella lista degli 
inibitori angiogenici naturali e la sua somministrazione potrebbe rappresentare una nuova 
strategia per arrestare o prevenire la PDR. 
Le terapie antiangiogeniche locali riguardano i farmaci anti-VEGF e gli agenti 
antinfiammatori. La somministrazione topica risulta la tecnica meno invasiva tra quelle locali 
ma la farmacocinetica delle sostanze applicate può essere influenzata da molti fattori con il 
risultato che la percentuale di farmaco che riesce a penetrare attraverso la cornea, la 
congiuntiva e la sclera risulta veramente irrisoria (Maurice, 1997; Geroski e Edelhauser, 
2000). Di conseguenza le concentrazioni devono essere molto elevate e le applicazioni dei 
farmaci devono essere ripetute frequentemente. D’altro canto, le iniezioni intraoculari 
risultano molto invasive e presentano le limitazioni viste precedentemente. I farmaci anti-
VEGF ad oggi utilizzati sono oligonucleotidi anti-VEGF come il Pegaptanib sodium oppure 
anticorpi monoclonali di topo umanizzati diretti contro il VEGF, come il Ranibizumab e il 
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Bevacizumab. L’utilizzo dei farmaci anti-infiammatari è spiegato dagli elevati livelli di 
citochine infiammatorie che sono stati riscontrati recentemente in pazienti con PDR (Simò et 
al., 2006). I più utilizzati risultano i corticosteroidi poiché, oltre alle loro proprietà anti-
infiammatorie, sembrano mostrare anche effetti antiangiogenici inibendo l’espressione del 
gene del VEGF (Nauck et al., 1998) e riducendo l’induzione del VEGF da mediatori pro-
infiammatori (Nauck et al., 1997). 
Queste terapie presentano però un sacco di limitazioni, finora non del tutto note, legate 
all’attività neuroprotettiva del VEGF e alla somministrazione mediante iniezioni intravitreali 
(invasività, oftalmiti, distaccamento della retina). Inoltre accade sovente che i vasi ricrescano 
dopo pochi mesi richiedendo somministrazioni farmacologiche ripetute nel tempo. 
 
4.3 Terapie combinatorie  
Oltre ai precedenti trattamenti, in base alle conoscenze a disposizione sulle terapie per le 
disfunzioni del sistema immunitario e antitumorali, sono state saggiate terapie combinatorie 
sfruttando l’azione di molteplici inibitori dei fattori proangiogenici con risultati superiori 
rispetto ai singoli farmaci. 
L’impiego di terapie combinatorie ha riguardato l’utilizzo di 2 diverse strategie (Spaide, 
2006). La prima utilizza approcci multipli al fine di determinare l’elemento chiave delle 
patologie, come il VEGF-A, e promuoverne l’efficace inibizione (Ambati et al., 2003) 
mediante l’uso di due farmaci a dosaggi inferiori rispetto a quelli usati con la 
somministrazione dei singoli principi attivi. Una seconda strategia ha riguardato 
l’individuazione dei diversi fattori coinvolti nel processo patologico al fine di inibire la 
progressione della malattia agendo su due diverse tappe della malattia stessa. Di seguito sono 
riportate le terapie combinatorie fino ad oggi sperimentate. 
- Terapia fotodinamica e immunosoppressori: l’utilizzo della terapia fotodinamica causa la 
formazione di ROS (Reactive Oxygen Species) che inducono la chiusura dei neovasi ma 
anche dei vasi sani. In seguito a ciò sono rilasciati potenti mediatori del sistema immunitario 
inclusi componenti del complemento, citochine e fattori di crescita. Dato che la risposta 
immunitaria contribuisce alla ricrescita dei vasi, gli immunosoppressori dovrebbero tendere a 
bloccare tale effetto.  
- Terapia fotodinamica e inibitori del VEGF: in seguito a terapia fotodinamica l’espressione 
del VEGF e dei suoi recettori risulta incrementata contribuendo alla ricrescita dei neovasi. 
L’utilizzo degli inibitori del VEGF potrebbe perciò ridurre tale evento.  
 - 29 -
- Inibitori del VEGF e del PDGF-β: la sola terapia anti-VEGF può non essere sufficiente a 
causare la regressione dei vasi (Jo et al., 2006) e può perciò avere impatto solo su stadi 
accertati e tardivi di AMD e PDR. Il PDGF-β è responsabile del reclutamento dei periciti sui 
nuovi vasi e la sua inibizione potrebbe influire nel blocco della neovascolarizzazione  
- Inibitori diversi del VEGF: l’utilizzo contemporaneo di inibitori differenti del VEGF, quali 
Macugen, Lucentis e Avastin, sembra dare un interessante effetto di induzione e 
mantenimento della regressione della neovascolarizzazione. Ad esempio l’iniziale utilizzo di 
Lucentis o Avastin sembra indurre la regressione della neovascolarizzazione e un 
miglioramento dell’acuità visiva. In seguito il trattamento di mantenimento con Macugen 
sembra mantenere tale regressione in maniera ottimale. 
- Inibitori della CK2 e octreotide: la protein-chinasi CK2 è in grado di modulare l’espressione 
dei componenti nucleari e citoplasmatici e partecipa alla regolazione della proliferazione, 
migrazione, differenziazione, angiogenesi e apoptosi cellulari (Litchfield, 2003; Ljubimov et 
al., 2004; Poole et al., 2005). I suoi livelli risultano elevati durante il cancro e sembra mediare 
alcune azioni dei fattori di crescita angiogenici. Sembra inoltre essere efficiente nel ridurre la 
neovascolarizzazione retinica in modelli OIR di topo dopo somministrazione sistemica 
(Ljubimov et al., 2004; Kramerov et al., 2006). La sua inibizione infatti può bloccare alcuni 
dei principali fattori di crescita della migrazione e dello sprouting cellulare (Pagano et al., 
2006). E’ stato recentemente dimostrato che la combinazione di CK2 con l’analogo della 
SRIF octreotide aumenta l’efficacia nell’inibizione della neovascolarizzazione retinica in 
modelli OIR (Oxygen-Induced Retinopathy). Inoltre questo utilizzo sinergico ha consentito la 
riduzione della dose di octreotide di ben 5 volte (Kramerov et al., 2006). 
L’utilizzo combinato di terapie differenti ha reso possibile la riduzione delle singole dosi dei 
farmaci. Ad oggi tale risultato può, anche se in parte, dirsi soddisfacente date le scarse 
conoscenze in merito agli effetti collaterali dei farmaci anti-VEGF. 
 
4.4 Prospettive future 
Le terapie fino ad oggi utilizzate sono state fondamentali nella riduzione dell’incidenza e della 
gravità delle retinopatie diabetiche. Tuttavia la PDR rimane la più comune causa di cecità tra 
gli adulti in età lavorativa ed è quindi necessario proseguire nella ricerca di ulteriori terapie 
maggiormente efficienti. Visto l’importante ruolo del VEGF nella neovascolarizzazione, 
risulta fondamentale studiare nuovi farmaci che inibiscano più efficientemente l’azione di 
questo fattore di crescita. Oltre a farmaci che inibiscano direttemente il VEGF, sono oggetto 
di studio antagonisti dei recettori VEGFR-1 e VEGFR-2 che possano legarvisi sostituendo il 
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VEGF (Bumcrot et al., 2006). Un altro approccio per bloccare il signaling del VEGF potrebbe 
riguardare l’uso dell’RNA interference verso VEGF e recettori (Bumcrot et al., 2006). 
Ulteriori ricerche terapeutiche hanno riguardato inibizione di altri fattori di crescita come 
l’eritropoietina, terapie geniche e utilizzo di cellule staminali. L’eritropoietina (EPO), sembra 
implicata nel processo di neovascolarizzazione (Watanabe et al., 2005) e recentemente alcuni 
studi hanno rivelato che l’inibizione combinatoria di EPO e VEGF produce un effetto 
additivo nell’inibizione della neovascolarizzazione. Per quanto riguarda le terapie geniche i 
vettori virali utilizzati come modello sono i vettori ricombinanti adenovirali, i vettori 
retrovirali e i virus ricombinanti adeno-associati. Ognuno di questi vettori virali è in grado di 
interferire con cDNA, DNA, mRNA antisenso, ribosomi e RNA (Borrast et al., 2003; 
Wegewitz et al., 2005). Esiste però una sottile linea di confine tra la dose terapeutica e la dose 
tossica e c’è bisogno di una stretta regolazione dell’espressione genica affinché tali terapie 
possano avere successo. Comunque i dati finora raccolti sono ancora insufficienti per 
determinarne l’efficienza ma sufficienti per continuare le ricerche in questo senso. Studi 
recenti hanno dimostrato la presenza di cellule staminali e progenitori cellulari nella retina 
umana adulta e durante lo sviluppo fetale. Si pensa inoltre che le cellule staminali 
ematopoietiche adulte possano entrare in circolo, raggiungere le aree di angiogenesi e 
differenziarsi in cellule endoteliali (Grant et al., 2002). Oltre a ciò sembra possano 
trasformarsi in astrociti o cellule dell’RPE e ristabilirne le funzioni un modelli di topo con 
CNV (Coroidal Neovascularization) (Chan-Ling et al., 2006). Si pensa quindi che possano 
essere utilizzate nella ricostruzione delle retine danneggiate ma questa metodologia è ancora 
in fase sperimentale 
Un’importante area di ricerca sta ponendo l’attenzione sull’azione degli analoghi della 
somatostatina (SRIF). La SRIF ha potenti effetti inibitori sulla secrezione dell’ormone della 
crescita (GH) (Hyer, 1987) ed è in grado di bloccare gli effetti locali dell’IGF-1, VEGF ed 
altri fattori di crescita. L’utilizzo degli analoghi della SRIF per il trattamento della PDR è 
stato recentemente sperimentato (Palii et al., 2007). In particolar modo l’octreotide sembra 
dare buoni risultati nel trattamento della PDR durante le prime due decadi. Il blocco o la 
regressione della retinopatia accompagnati da miglioramento della vista, possono verificarsi 
senza significativi cambiamenti dei livelli ematici di GH e IGF-1. I dati disponibili 
enfatizzano l’importanza degli effetti autocrini e paracrini di SRIF, probabilmente sulle 
cellule endoteliali retiniche, sulle cellule di Műller (Klisovic et al., 2001), sugli astrociti 
(Feindt et al., 1995; Kumar, 2005) e sull’RPE (Vasilaki et al., 2004) che sono noti esprimere i 
recettori di SRIF. La forma long-acting dell’octreotide (octreotide-LSR, Novartis) è stata 
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testata sia in pazienti oncologici che in pazienti con DR. Due dei trials clinici effettuati, 
comprendenti circa 1000 pazienti, hanno dato buoni risultati riguardo l’efficacia di questo 
analogo in pazienti affetti da PDR in stadio avanzato e con danneggiamento visivo (Palii et 
al., 2007). Questo risultato ha portato nuove speranze in merito all’efficacia degli analoghi 
della SRIF nel trattamento dei fenomeni di neovascolarizzazione ed è sulla base di ciò che si è 



































La somatostatina (SRIF, somatotropin release-inhibiting factor) è un peptide ampiamente 
distribuito nell’organismo e le sue diverse funzioni spaziano dalla neurotrasmissione, 
all’attività antisecretoria fino all’attività antiproliferativa. E’ stato originariamente 
caratterizzato come regolatore ipotalamico della secrezione dell’ormone della crescita (GH) 
ma può anche modulare la secrezione di molti ormoni pituitari, pancreatici e gastrointestinali 
come TSH, insulina e glucagone così come la secrezione di acido gastrico (Patel, 1999). La 
SRIF inibisce la motilità intestinale, l’assorbimento di nutrienti e ioni, la contrattilità 
vascolare e la proliferazione cellulare (Lewin, 1992). Ha anche la funzione di 
neurotrasmettitore modulando l’attività motoria e le funzioni cognitive (Epelbaum et al., 
1994). Negli ultimi anni si è focalizzata l’attenzione sul suo ruolo nella progressione e nel 
controllo neoplastico e sulla sua funzione in alcune aree del sistema nervoso come la 
corteccia, l’ippocampo e il nucleo striato (Ferjoux et al., 2000).  
Si pensa che alterati livelli della SRIF contribuiscano alla patogenesi dell’Alzheimer, 
dell’epilessia, del Parkinson e dei disordini gastrointestinali. 
Esistono due forme biologicamente attive della SRIF: la SRIF-14, originariamente descritta 
nell’ipotalamo (Brazeau et al., 1973) e la SRIF-28, scoperta più tardi nello stomaco 
(Pradayrol et al., 1980). Derivano da scissione endoproteolitica di un proormone, la 
prosomatostatina, a sua volta generato da un precursore a 116 aminoacidi chiamato 
preprosomatostatina (Reichlin, 1983; Weckbecker et al., 1993; Barnett, 2003). La sua 
distribuzione ubiquitaria indica la sua implicazione in molteplici funzioni. 
 
5.2 Recettori della somatostatina 
L’attività biologica della SRIF è mediata da specifici recettori di membrana associati a 
proteine G, presenti sulle cellule bersaglio di diversi organi come il cervello, l’ipofisi 
anteriore, le cellule endocrine del tratto gastrointestinale e del pancreas, le cellule del sistema 
immunitario e la retina. Sono stati clonati e caratterizzati 5 sottotipi recettoriali (sst1-5) 
(Ferjoux et al., 2000) che condividono la stessa struttura generale ma con diversa affinità per 
gli agonisti sintetici. Essi sono formati da una singola glicoproteina con un dominio N-
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terminale extracellulare, 7 segmenti idrofobici transmembrana, 3 loops extracellulari e un 
dominio C-terminale intracellulare. Gli sst sono identici per il 39-60 % della sequenza 
amminoacidica e gran parte degli amminoacidi comuni appartengono al dominio 
transmembrana. Nell’uomo questi 5 recettori sono codificati da sequenze poste su cromosomi 
diversi (Patel, 1999; Ferjoux et al., 2000; Lamberts 2002a). Quattro di questi recettori sono 
privi di introni mentre sst2 presenta 2 varianti di splicing, sst2A e sst2B, che differiscono tra 
loro in dimensione e sequenza a livello del dominio C-terminale. In generale tutti e 5 i 
sottotipi recettoriali sono funzionalmente legati all’inibizione dell’adenilato ciclasi attraverso 
un meccanismo di accoppiamento con le proteine G. Sst2 e sst5 sono coinvolti nel controllo 
del rilascio del GH; sst5 sembra importante nel controllo della secrezione di insulina e di 
glucagone; sst1 potrebbe essere coinvolto nell’angiogenesi; sst1, sst2, sst4 e sst5 mediano 
l’effetto antiproliferativo, mentre sst3 causa apoptosi, inducendo l’espressione di p53 e Bax 
(Sharma et al., 1996; Cordelier et al., 1997; Ferjoux et al., 2000). Sembra che anche sst2 possa 
indurre apoptosi (Ferjoux et al. 2000; Lambert set al., 2002). 
Gli sst regolano la crescita cellulare attraverso la modulazione di due vie, quella delle MAPK 
(mitogen-activated protein kinase) e quellla di ERK (extracellular regulated kinase). Gli sst 
possono regolare la proliferazione cellulare attivando tirosin-chinasi come Src e JAK2 (Pages 
et al., 1999; Lahlou et al., 2004) ed in generale sono collegati ad alcuni meccanismi cellulari 
che comprendono la STAT5, l’inibizione dell’entrata dello ione Ca2+, l’attivazione delle 
fosfolipasi A e C, ed altri sistemi cellulari (Patel, 1999). In particolare, sst2 può anche indurre 
indirettamente arresto della crescita attivando la ossido nitrico sintetasi (Lahlou et al., 2004). 
Gli effetti di sst5 sono mediati dal meccanismo dei fosfolipidi inositolo/calcio. L’inibizione 
della proliferazione cellulare da parte di sst5 può anche essere mediata da un accoppiamento 
negativo con il recettore della guanilato ciclasi (Cordelier et al. 1997; Komatsuzaki et al., 
1997). Altri studi riportano che sst5 attiva il signaling pathway della SAPK/JNK attraverso le 
subunità α della proteina G. Di particolare rilievo è risultato il recettore sst2 per le sue azioni 
antiproliferative e antiangiogeniche. Attraverso il legame di questo recettore infatti la SRIF 
inibisce svariati fattori di crescita tra cui IGF-1 (Barreca et al., 1995), EGF e PDGF (Hayry et 
al., 1996). 
L’abilità della SRIF di inibire una tale varietà di processi fisiologici ne ha suggerito 
l’importante valore terapeutico in condizioni cliniche e patologiche, ma a causa della sua 
bassa emivita in circolo (circa 3 minuti), molto lavoro è stato fatto per sviluppare analoghi 
con una maggiore stabilità ed una maggiore efficacia terapeutica (Davis, 2001; Grant e 
Caballero, 2002). Attualmente sono a disposizione numerosi analoghi della SRIF con 
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funzione di agonista o antagonista più o meno specifica nei confronti dei singoli recettori del 
peptide. Tutti e 5 i sottotipi recettoriali si legano al ligando naturale SRIF-14 con un’affinità 
simile, mentre i differenti analoghi si legano con una diversa affinità ai diversi recettori. Non 
esistono però agonisti puri per il recettore sst2, quello che sembra essere principalmente 
implicato nella mediazione degli effetti antiangiogenici della SRIF. Esistono però vari 
agonisti selettivi, con una affinità maggiore per sst2 rispetto agli altri recettori, ed alcuni di 
questi sono già da anni utilizzati in terapia. L’octreotide, conosciuto anche come SMS201-
995, è stato il primo analogo long-acting (emivita circa 2 ore) usato per il trattamento 
dell’acromegalia e di tumori carcinoidi (Hofland, 1999). In particolare, questo analogo 
inibisce la secrezione di GH, glucagone ed insulina con una maggiore efficacia rispetto alla 
SRIF nativa ed ha una maggiore resistenza alla degradazione enzimatica (Weckbecker et al., 
1993; Hannon et al., 2002a). L’effetto inibitorio degli agonisti della SRIF sulla crescita 
tumorale può essere mediato direttamente dai recettori sulle cellule cancerose o indotto 
indirettamente mediante l’inibizione dei fattori di crescita o per azione ormonale. Al momento 
sono correntemente usati anche altri due analoghi della SRIF con un profilo di attività un po’ 
diverso: vapreotide (RC-160) e lanreotide (BIM-23014). Octreotide, lanreotide e vapreotide si 
legano tutti con alta affinità a sst2 e in misura minore a sst5, hanno una bassa affinità per sst3 
mentre non si legano a sst1 e sst4 (Hoyer et al., 1995). Octreotide e vapreotide sembrano le 
molecole con maggiore effetto antiangiogenico (Barrie et al., 1993). E’ stato infatti provato 
che trattamenti sistemici con octreotide riducono i livelli di VEGF in pazienti con carcinoma 
colorettale (Cascinu et al., 2001). Questo meccanismo sembra però verificarsi solo in modelli 
in vivo e non in vitro su colture cellulari. Sembra inoltre che l’octreotide inibisca i fattori 
angiogenici appartenenti alla famiglia delle FGF, importanti per la proliferazione e 
neovascolarizzazione delle cellule endoteliali. L’octreotide può inoltre inibire PDGF e IGF-1, 
importanti fattori mitogeni. Mentre non esistono attualmente agonisti che si leghino 
unicamente ad sst2, fra gli antagonisti sono presenti molecole con proprietà di agonisti puri, 
mostrate sia in vitro che in vivo. Il cianammide 154806 (CYN) è un peptide sintetico le cui 
proprietà sono state valutate principalmente in modelli in vitro (Bass et al., 1996; Feniuk et 
al., 2000; Nunn et al., 2003), anche se ci sono evidenze in vivo di un suo funzionamento da 
antagonista puro di sst2. Nei ratti, il CYN influenza l’attività delle fibre afferenti mesenteriche 
che innervano il digiuno (Booth et al., 2001). Nel modello di epilessia acuta indotta da 
pilocarpina, gli effetti anticonvulsivanti dell’angiotensina IV sono influenzati dall’iniezione 
intracerebroventricolare di CYN (Stragier et al., 2006). Nello striato di ratto, la 
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somministrazione di CYN mediante microdialisi blocca la stimolazione della dopamina 
indotta da SRIF (Hathway et al., 1999). 
 
5.3 Somatostatina nella retina 
La SRIF ed i suoi recettori sono stati individuati nella neuroretina di varie specie, tra cui 
l’uomo, in cui SRIF agisce sia come neuromodulatore che come fattore antiangiogenico. A 
questo livello la SRIF è prodotta soprattutto dalle cellule amacrine ma anche dall’RPE e dalle 
cellule ganglionari. Sono stati riscontrati livelli più elevati di SRIF nel vitreo rispetto al 
plasma in pazienti sani mentre in pazienti affetti da PDR e AMD è stata osservata una 
concentrazione della SRIF significativamente inferiore rispetto alla norma. Tale riduzione si 
verifica precocemente nel vitreo e precede le alterazioni retiniche. La forma SRIF-14 sembra 
la variante interessata in questo deficit poiché è virtualmente l’unica forma espressa nella 
retina (Patel et al. 1999). Il probabile meccanismo alla base della riduzione della SRIF nei 
pazienti diabetici è l’aumentata apoptosi cellulare. E’ inoltre probabile, visti gli effetti 
neuroprotettivi della SRIF, che il suo deficit contribuisca alla neurodegenerazione retinica. 
L’esatta funzione della SRIF nella retina deve ancora essere chiarita. Ad oggi è nota la sua 
basilare azione nei meccanismi fisiologici retinici anche se non si conoscono gli esatti 
meccanismi attraverso cui questa azione si esplica. Per esempio, la SRIF influenza le correnti 
al calcio agendo sui canali di tipo L, con effetti diversi nei diversi tipi cellulari (Ayoub e 
Matthews, 1992). E’ stato anche osservato come la SRIF possa modulare l’apertuta dei canali 
al potassio voltaggio dipendenti (Petrucci et al., 2001). Inoltre, la SRIF e l’octreotide sono in 
grado di ridurre il rilascio di glutammato da parte della retina (Bigiani et al., 2004). Tutti 
questi effetti sembrano essere mediati da sst2. Relativamente all’inibizione del processo di 
angiogenesi, la SRIF sembra poter agire sia direttamente sul processo di angiogenesi sia 
indirettamente mediante l’inibizione dell’ IGF-1 il quale ha infatti attività proangiogenica. 
Sono stati osservati incrementi dei livelli di IGF-1 in pazienti affetti da PDR mentre in topi 
con deficit di IGF-1 non avviene una normale vascolarizzazione, nonostante i livelli normali 
di VEGF (Hellstrom et al., 2001). Inoltre la SRIF ha effetti antinfiammatori e anti-edema per 
cui la sua assenza potrebbe spiegare gli eventi patogenici dell’ edema maculare. Tutto ciò fa 
supporre che il suo utilizzo, o meglio quello di analoghi resistenti, potrebbe prevenire o 
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5.4 Recettori della somatostatina nella retina 
Tutti e cinque i recettori per la SRIF sono espressi a livello retinico (Casini et al., 2005). In 
particolare, sst1 è espresso principalmente da cellule amacrine secernenti SRIF ove sembra 
funzionare come autorecettore. Nel coniglio, sst1 è espresso anche da cellule amacrine 
dopaminergiche. Il sito di espressione di sst2A è stato localizzato nelle retine di ratto, topo e 
coniglio (Van Hagen et al., 2000). Nel coniglio sst2A è espresso prevalentemente da parte 
delle cellule bipolari dei bastoncelli e da cellule amacrine spiazzate mentre nel ratto il 
recettore viene espresso anche da cellule bipolari dei coni e da cellule orizzontali. Sst2B è 
prevalentemente espresso nella membrana dei fotorecettori, indicando un effetto della SRIF 
anche a livello della retina esterna (Vasilaki et al., 2001). Sst4 è localizzato a livello di cellule 
delle GCL identificabili come cellule ganglionari. I livelli di espressione retinica di sst3 e sst5 
sono inferiori rispetto a quelli degli altri recettori (Cristiani et al., 2002) e non ci sono dati 
relativi ad una loro precisa localizzazione retinica. Nelle retine di ratto e topo sst2 e sst4 
sembrano i recettori maggiormente espressi (Mori et al. 1997; Johnson et al. 1999; Cristiani et 
al., 2000; Cristiani et al., 2002). Nella retina di coniglio, invece, sst1 sembra essere il recettore 
prevalente mentre la presenza di sst2 è moderata e scarsa quella degli altri recettori (Cristiani 
et al., 2000). 
 
5.5 Effetti degli analoghi della somatostatina sulla neovascolarizzazione 
Gli analoghi della SRIF sono in grado di inibire direttamente o indirettamente la 
proliferazione cellulare e l’angiogenesi nella retina durante le retinopatie proliferative 
(Ferjoux et al., 2000). L’octreotide sembra agire con effetto inibitorio diretto sulla 
proliferazione e la migrazione delle cellule endoteliali retiniche indotte da IGF-1 e bFGF 
(Grant et al., 1993a; Grant et al., 1993b). Ci sono numerose evidenze, principalmente 
derivanti da studi in vitro, che sst2 medi gli effetti angioinibitori della SRIF, ma sono poco 
noti gli effetti dell’attivazione di sst2 sulla neovascolarizzazione e sui fattori ad essa associati 
in modelli in vivo (Woltering, 2003; Dasgupta, 2004; Kumar et al., 2004; Adams et al., 2005; 
Carrere et al., 2005; Mejias et al., 2008; Palii et al., 2008;). Effetti migliorativi esercitati 
dall’octreotide sulla neovascolarizzazione e sui livelli di VEGF sono stati dimostrati in 
modelli di ratto di ipertensione portale (Mejias et al., 2008; Aydede et al., 2009). 
Recentemente, l’octreotide è stato utilizzato in studi clinici per la DR, ma questi studi hanno 
portato a risultati conflittuali, anche se sembra che l’octreotide possa produrre buoni risultati 
in pazienti con stadi avanzati di PDR (Grant and Caballero, 2005; Palii et al., 2007). In un 
modello di topo di retinopatia indotta da ossigeno (OIR), ci sono indicazioni che gli agonisti 
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di sst2, incluso l’octreotide, inibscono la neovascolarizzazione retinica (Higgins et al., 2002; 
Wilkinson-Berka et al., 2007; Palii et al., 2008;). In questo modello, il nostro gruppo di 
ricerca ha recentemente dimostrato che i livelli retinici di sst2 influenzano drasticamente la 
gravità della risposta angiogenica all’ipossia (Dal Monte et al., 2007). Rispetto alle retine di 
topi wild type (WT), la mancanza di espressione di sst2, come quella che si realizza nei topi 
sst2 knock out (KO), è associata a maggiori effetti dell’ipossia sulla neovascolarizzazione 
retinica e sui livelli di espressione di fattori proangiogenici, mentre una cronica 
overespressione di sst2 (conseguente alla delezione genica di sst1 quale quella che si realizza 
nei topi sst1 KO), (Dal Monte et al., 2003; Casini et al., 2004) riduce gli effetti dell’ipossia sui 
livelli di espressione di fattori proangiogenici. 
Da quanto finora riportato, sembra quindi possibile che agonisti del recettore sst2 possano 
essere presi in considerazione per nuove strategie terapeutiche in patologie, come le 
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Scopo della tesi 
 
 
Utilizzando i modelli sst1 KO, sst2 KO e OIR che verranno descritti nella sezione Materiali e 
Metodi, il nostro gruppo di ricerca ha recentemente tentato di determinare se il recettore sst2 
influenzasse l’angiogenesi ed il livello di espressione di fattori proangiogenici ad essa 
associati. Per valutare ciò, topi WT, sst1 KO e sst2 KO sono stati posti in condizioni di ipossia 
in modo da determinare retinopatia, e sulle retine di tali animali, dopo l’esecuzione di 
fluorangiografia con fluoresceina destrano, la gravità della retinopatia è stata valutata 
mediante l’uso di un retinopathy score; con tecniche di RT-PCR quantitativa, western blot ed 
ELISA è stata invece valutata l’espressione di fattori proangiogenici associati alla retinopatia. 
In condizioni di normossia i fluorangiogrammi sono risultati simili in tutti e tre i ceppi murini 
e non hanno mostrato segni di retinopatia. In condizioni di ipossia, invece, la produzione di 
una retinopatia è stata evidente in tutti e tre i ceppi ma, mentre il retinopathy score nei topi 
WT e sst1 KO è risultato sostanzialmente lo stesso, nei topi sst2 KO esso ha assunto valori 
sensibilmente superiori, segno di una maggiore gravità della retinopatia prodotta. Nello stesso 
modello sono stati inoltre determinati i livelli del fattore proangiogenico VEGF e dei suoi 
recettori. In condizioni di normossia i livelli dei vari fattori si sono rivelati simili in tutti e tre i 
ceppi, mentre la loro espressione è risultata aumentata dallo stato ipossico. Di particolare 
rilievo è stato il fatto che il livello di mRNA del VEGF aumentava di meno nel ceppo sst1 KO 
rispetto a quello WT. Al contrario, l’incremento nei livelli di espressione del VEGF risultava 
maggiore nel ceppo sst2 KO rispetto a quello WT. I risultati conclusivi di questo lavoro hanno 
dunque chiarito la funzione del recettore sst2 nel controllo dell’angiogenesi e dei fattori ad 
essa associati. Sebbene una cronica overespressione del recettore sst2 non attenui la 
neovascolarizzazione retinica, la sua assenza è associata ad un peggioramento della 
neovascolarizzazione. Tale recettore sembra quindi esercitare un effetto protettivo 
sull’angiogenesi retinica suggerendo che l’utilizzo dei suoi agonisti potrebbe essere utile nel 
trattamento delle retinopatie proliferative. Per tale motivo, l’uso di topi sst1 KO e sst2 KO 
rappresenta un mezzo unico per valutare gli effetti degli agonisti di sst2 sulla 
neovascolarizzazione indotta da ipossia. 
Nel presente lavoro, le retine di topi WT, sst1 KO e sst2 KO sono state rese ipossiche ed 
utilizzate per valutare se l’attivazione o il blocco farmacologici di sst2 possano influenzare la 
risposta vascolare all’insulto ipossico ed i livelli di espressione di fattori proangiogenici ad 
essa associati. 









Octreotide (SMS201-995) è stato acquistato da NeoMPS (Strasburgo, Francia) 
iQ Sybr Green Supermix, è stato ottenuto da Bio-Rad (Hercules, CA) 
I vari primer sono stati sintetizzati da MWG Biotech (Ebersberg, Germania) 
Il GelStar è stato acquistato da Cambrex (East Rutherford, NJ) 
Gli anticorpi policlonali di coniglio diretti contro VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 sono stati 
ottenuti da Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA) 
Tutti gli altri reagenti chimici sono stati acquistati da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). 
 
6.2 Metodi 
6.2.1 Modello topi sst1 KOe sst2 KO  
Gli esperimenti sono stati eseguiti su un totale di 265 topi di entrambi i sessi, sacrificati a 
PD17 (a circa 6 g di peso corporeo). Gli esperimenti si sono svolti nel rispetto della 
dichiarazione ARVO riguardo all’uso di animali per la ricerca oftalmica e visiva e in accordo 
con la legge italiana sul rispetto degli animali N°116/1992 e EEC/609/86. E’ stata utilizzata 
ogni accortezza possibile per ridurre al massimo il numero di animali utilizzati. 
Al fine di valutare l’azione del recettore sst2 nella mediazione degli effetti antiangiogenici 
nelle retinopatie proliferative ci siamo avvalsi di topi transgenici sst1 KO e sst2 KO (Zheng et 
al., 1997; Kreienkamp et al., 1999; Low et al., 2001; Allen et al., 2003). Questi topi non 
mostrano nessun cambiamento fenotipico né comportamentale (Olias et al., 2004) rispetto ai 
topi WT. E’ noto che nelle retine di topi sst1 KO si riscontra un aumento del livello di SRIF 
mentre nelle retine di topi sst2 KO tale livello si riduce (Dal Monte et al., 2003b; Casini et al., 
2004; Casini et al., 2005). Ciò è dovuto con tutta probabilità ai livelli di espressione di sst1 il 
quale potrebbe agire come autorecettore (Mastrodimou and Thermos, 2004). In assenza di 
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questo recettore il meccanismo di inibizione del rilascio di SRIF viene meno, mentre in sua 
presenza questo processo potrebbe essere rafforzato.  
Nelle retine KO l’espressione di ognuno dei due recettori compensa l’altro. La mancanza di 
sst1 causa l’overespressione di sst2 mentre la delezione del recettore sst2 causa un’aumentata 
espressione di sst1 (Dal Monte et al., 2003; Casini et al., 2004). E’ stato inoltre osservato che 
il livello di espressione di tutti i recettori della SRIF risulta aumentato nelle retine KO rispetto 
alle retine di topi WT, eccezion fatta per il recettore sst4 i cui livelli sono simili in entrambi i 
casi. Tutto ciò indica come i componenti del sistema somatostatinergico nella retina sono 
parte di un complesso meccanismo da cui dipendono i livelli relativi di SRIF e di ognuno dei 
suoi recettori (eccetto sst4) (Casini et al., 2005). 
L’overespressione di sst2 nelle retine sst1 KO è correlata ad un aumento della sua funzione 
(Bigiani et al., 2004). Infatti nelle retine sst1 KO si verifica un significativo incremento 
dell’azione inibitoria della SRIF mediata dal recettore sst2 sia sulle correnti K+ calcio-
dipendenti dei bastoncelli che sul rilascio di glutammato (Dal Monte et al., 2003; Bigiani et 
al., 2004). Il fatto che l’overespressione di sst2 si verifichi con un signaling alterato del 
recettore stesso, suggerisce la possibilità di utilizzo del modello sst1 KO per esprimere sst2 ad 
elevata densità, facilitando così lo sviluppo di strategie terapeutiche farmacologiche che 
agiscano sul recettore sst2. Poiché nelle retine che overesprimono sst2 si verifica inibizione del 
rilascio di glutammato, queste retine possono costituire un importante modello sperimentale 
per lo studio di approcci terapeutici riguardo a disordini causati dalla neurotossicità di questo 
amminoacido. Nello specifico questo modello è servito per studiare l’effetto degli agonisti e 
antagonisti della SRIF sul recettore sst2 in vista di eventuali metodiche in cui SRIF possa 
fungere da agente terapeutico. 
La delezione di sst1 o di sst2 nella retina sembra giocare un importante ruolo nella 
determinazione della dimensione del terminale assonale delle cellule bipolari dei bastoncelli 
(Casini et al., 2004). Infatti nei topi sst1 KO il terminale assonale nello strato IPL risulta di 
maggiori dimensioni rispetto ai WT mentre nel caso in cui sia deleto sst2 il terminale assonale 
diventa significativamente più piccolo. Queste alterazioni risultano evidenti fin dal periodo 
postnatale indicando la loro correlazione con gli effetti della SRIF durante lo sviluppo. A 
dispetto di queste variazioni, però, non si osserva nessuna alterazione funzionale di questi 
terminali (Casini et al., 2004) e la densità delle vescicole sinaptiche al loro interno sembra la 
stessa nelle retine dei topi WT così come in quelle dei topi KO (un numero maggiore di 
vescicole negli sst1 KO e minore nei sst2 KO). Le retine sst1 KO sembrano avere livelli più 
elevati di SRIF rispetto alle retine WT (Dal Monte et al., 2003) mentre nelle retine sst2 KO 
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tali livelli sembrano ridursi (Casini et al., 2004). Si può quindi pensare che i cambiamenti 
nelle dimensioni dei terminali assonali siano, in qualche modo, correlati agli alterati livelli di 
SRIF: un aumento dei livelli di SRIF potrebbe indurre un incremento delle dimensioni dei 
terminali, mentre una riduzione di tali livelli potrebbe indurre un decremento dimensionale. 
 
6.2.2 Modello OIR 
Per valutare l’azione della SRIF come agente terapeutico per la PDR il modello da noi 
utilizzato è stato il modello OIR (Smith et al., 1994). In tale modello, i cuccioli di topo, 
assieme alle loro madri, sono sottoposti ad elevate concentrazioni di ossigeno (75%±2%) 
all’interno di un incubatore, tra il 7° giorno dopo la nascita (PD7) e PD12. Tale periodo di 
iperossia è seguito poi da un periodo di 5 giorni (PD12-PD17) in cui i cuccioli e la madre 
sono riportati in condizioni normossiche (20%). I livelli di ossigeno sono controllati 
periodicamente 2 volte al giorno mediante un apposito analizzatore. La condizione di 
iperossia in cui i cuccioli si trovano blocca la formazione dei vasi retinici con formazione di 
una zona avascolare al centro della retina. Il ritorno a condizioni normossiche viene percepito 
come stato ipossico stimolando così il processo di angiogenesi, con formazione di vasi 
anomali e malfunzionanti. Nello specifico questo modello mima la patologia associata alla 
ROP e non è un modello di PDR, ma è comunemente accettato come modello di retinopatia 
proliferativa, dato che nei comuni modelli di animali diabetici (per esempio ratto o topo 
trattati con streptozotocina) soltanto raramente si assiste alla fase proliferativa della 
retinopatia. 
 
6.2.3 Somministrazione di analoghi della SRIF 
L’agonista preferenziale del recettore sst2 octreotide e l’antagonista specifico CYN sono stati 
somministrati 2 volte al giorno sottocute da PD12 a PD16. Le somministrazioni sono state 
fatte cercando di rispettare sempre i soliti orari in modo che il ritmo circadiano non 
influenzasse in alcun modo i risultati. 
L’octreotide è stato utilizzato a concentrazioni di 0.02 mg kg-1 (Higgins et al., 2002; 
Wilkinson-Berka et al., 2007); il CYN è stato somministrato a concentrazioni tra 0.01 e 2.0 
mg kg-1 , in accordo con precedenti lavori sull’utilizzo di questo e altri antagonisti (Booth et 
al., 2001; Tulipano et al., 2002; Stumm et al., 2004; Tulipano et al., 2005; Liao et al., 2007). 
Gli analoghi sono stati diluiti in tampone acetato 33 mM (pH 5) con 135 mM di NaCl. Topi 
dei vari ceppi utilizzati come controlli sono stati trattati con il solo veicolo. 
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6.2.4 Determinazione della vascolarizzazione retinica 
Per determinare gli effetti dei trattamenti farmacologici sul grado di vascolarizzazione retinica 
sono state utilizzate diverse tecniche. 
Attraverso il retinopathy score è stata rilevata la gravità della retinopatia in relazione al livello 
di neovascolarizzazione, attraverso RT-PCR si sono determinati i livelli di mRNA di VEGF, 
VEGFR-1 e VEGFR-2 e attraverso western blot è stato valutato il contenuto proteico di 
VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2. E’ stata infine utilizzata anche la tecnica ELISA per 
determinare le proteine del VEGF, come ulteriore prova sperimentale. 
 
6.2.5 Retinopathy score 
La valutazione del retinopathy score permette di determinare la gravità di una data retinopatia 
sulla base dell’osservazione della vascolarizzazione retinica, tenendo in considerazione alcuni 
parametri. Le retine sono state perfuse con fluoresceina isotiocianato coniugata a destrano ad 
alto peso molecolare, come descritto in letteratura (D’Amato et al., 1993). 
Gli animali sono stati anestetizzati con etere e sono stati sottoposti a sternotomia. A livello del 
ventricolo sinistro del cuore è stata iniettata inizialmente soluzione fisiologica in modo da 
ripulire i vasi dal sangue, e successivamente 2 mL di una soluzione di fluoresceina coniugata 
a concentrazione di 25 mg/mL disciolta in tampone fosfato 0.15 M. Gli occhi sono stati 
quindi enucleati e le retine sono state estratte e poste su un vetrino per l’osservazione al 
microscopio. Per l’osservazione è stato utilizzato un microscopio a fluorescenza Eclipse E800 
(Nikon, Badhoevedorp, Olanda); le immagini sono state acquisite mediante fotocamera 
DFC320 (Leica microsystems, Wetzlar, Germania) e visualizzate su computer mediante 
programma IM50 (Leica microsystems). La neovascolarizzazione è stata valutata utilizzando 
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Tabella 1. Parametri di valutazione del retinopathy score 
 PUNTI 
CRITERI 0 1 2 3 4 









la zona 1) 
Grave (estesa 
alla zona 2) 
 
Tortuosità Nessuna <1/3 dei vasi 1/3-2/3 dei vasi >2/3 dei vasi  
Emorragia Assente Presente    
 
 
Il retinopathy score è il punteggio totale attributito ad ogni retina che tiene conto di 4 diversi 
criteri (emorragie, vasocostrizione centrale, grovigli e tortuosità) a cui, a loro volta, vengono 
attribuiti dei valori, come riportati. Per l’attribuzione dei vari subscore, la retina viene 
suddivisa in 12 quadranti e in 2 zone concentriche a partire dal centro della retina. Il 
punteggio viene attribuito in base al numero dei quadranti o delle zone interessate dal singolo 
fenomeno. Ciascuna retina è stata sottoposta alla valutazionee indipendente di tre osservatori. 
I grovigli rappresentano le zone di neovascolarizzazione, in cui i vasi neoformati crescono al 
di fuori dello strato della retina, protrudendo verso il corpo vitreo. La zona di vasocostrizione 
centrale si viene a formare quando il topo viene posto in iperossia, a causa dell’inibizione 
nella produzione di VEGF dovuta alla elevata pressione parziale di ossigeno. Quando il topo 
viene riportato in normossia (ipossia relativa) la riduzione della pressione parziale 
dell’ossigeno causa un incremento nella produzione di VEGF che, attraverso la stimolazione 
del processo di neovascolarizzazione tende a recuperare la zona avascolare centrale che è 
comunque ancora evidente a PD17. Le tortuosità sono un’altra caratteristica dei vasi di 
neoformazione, che si trovano a crescere in una matrice extracellulare più lassa a causa 
dell’attivazione, da parte dell’ipossia, di una serie di proteasi che la degradano. L’emorragia è 
dovuta al fatto che i vasi neoformati non sono stabilizzati da periciti e presentano 
microaneurismi ed una permeabilità alterata. 
Il massimo punteggio di retinopathy score equivale a 11, indicando la massima gravità della 
retinopatia.  
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6.2.6 Estrazione di RNA retinico e preparazione dei cDNA 
Dopo aver sacrificato i topi mediante dislocazione cervicale, sono stati rapidamente rimossi 
gli occhi e la retina è stata dissezionata. Nel caso in cui l’estrazione dell’RNA non si 
verificasse nell’arco della giornata, le retine sono state rapidamente congelate in azoto liquido 
a -80°C. La procedura di estrazione è avvenuta su 4 campioni (3 retine ogni campione) per 
ogni condizione sperimentale mediante RNeasy Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA) secondo 
protocollo: 
1. Aggiunta di Trizol (700 µl per campione) e omogeneizzazione attraverso l’ago di una 
siringa (23 gauge). 
2. Aggiunta di 200 µl di cloroformio, rimescolamento e successiva centrifugazione in modo 
da separare una fase acquosa contenente RNA. 
3. Prelievo della fase acquosa e aggiunta di 500 µl di isopropanolo, rimescolamento, e 
successiva centrifugazione in modo da ottenere un pellet formato dall’RNA. 
4. Lavaggio del pellet con etanolo al 75%, centrifugazione e rimozione del surnatante. 
5. Evaporazione del residuo di etanolo per 10 minuti. 
6. Aggiunta di 50 µl di acqua. 
7. Verifica della quantità di RNA estratto mediante lettura spettrofotometrica a 260 nm, 
tenendo conto che una soluzione di RNA puro alla concentrazione di 40 µg/ml fornisce 
una lettura di assorbanza pari a 1. 
Dopo aver verificato la purezza del campione, è stato sottoposto 1 µg di RNA totale a 
retrotrascrizione utilizzando il kit QuantiTect Reverse Trascription (Qiagen) secondo 
protocollo: 
1. Incubazione del campione di RNA in gDNA Wipeout Buffer a 42°C per 2 minuti per 
rimuovere la contaminazione da DNA genomico. 
2. Aggiunta di Quantiscript Reverse Trascriptase, Quantiscript RT Buffer, RT Primer Mix, 
mescolamento e successiva incubazione a 42°C per 15 minuti. 
3. Incubazione a 95°C per 3 minuti in modo da inattivare la Quantiscript Reverse 
Trascriptase e amplificazione con real-time PCR. 
 
6.2.7 RT-PCR quantitativa 
I cDNA ottenuti sono stati utilizzati per la Real-time PCR utilizzando un sistema Bio-Rad 
MiniOpticon Two-Color Real-time PCR ed il SYBR Green come intercalante. I primer per 
VEGFR-1 e VEGFR-2 sono stati disegnati mediante il software primer3 (Rozen et al., 2000), 
quelli per il VEGF sono stati rilevati dalla Primer Bank (Wang et al., 2003) e quelli per 
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l’housekeeping Rpl13a sono stati ottenuti dalla RTPrimerDB (Pattyn et al., 2003). I primer 
forward e reverse sono stati scelti in modo tale che ibridizzassero con regioni specifiche della 
sequenza genica appropriata e le loro sequenze sono mostrate nella tabella 2. 
 
Tabella 2. Lista dei primer utilizzati per la real time RT PCR 








VEGF Forward: GCACATAGGAGAGATGAGCTTCC 
Reverse: CTCCGCTCTGAACAAGGCT 




116 95.5 NM_010228 
VEGFR-2 Forward: GCCCTGC TGTGGTCTCACTAC 
Reverse: CAAAGCATTGCCCATTCGAT 
114 96.4 NM_010612 
Rpl13a Forward: CACTCTGGAGGAGAAACGGAAGG 
Reverse: GCAGGCATGAGGCAAACAGTC 
182 97.3 NM_009438 
acome calcolata dal software Opticon Monitor 3 (Bio-Rad) 
 
 
Per la reazione di PCR sono stati utilizzati:1 μl di cDNA, 300 nM di ogni primer, 7.5 μl di iQ 
Sybr Green Supermix e acqua RNasi-free per portare il volume a 15 μl. L’amplificazione di 
ogni gene target è avvenuta contemporaneamente con quella di Rpl13a, un gene di controllo 
espresso costitutivamente. I controlli negativi (bianchi) sono stati preparati con gli stessi 
componenti, escluso il cDNA. Tutte le reazioni sono state eseguite in triplicato. 
La RT-PCR è stata effettuata con una iniziale denaturazione “Hot Start” a 95°C per 3 minuti, 
seguita poi da 40 cicli ognuno da 95°C per 10 secondi e 58°C per 20 secondi. Durante la 
reazione la lettura della fluorescenza è avvenuta in tempo reale permettendo un continuo 
monitoraggio dei prodotti di PCR. I primer sono stati inizialmente utilizzati per generare una 
curva standard delle quantità di cDNA che permettesse di calcolare l’efficienza di 
amplificazione per ognuna delle coppie di primer. Il protocollo per la determinazione 
dell’efficienza consisteva nel far avvenire i cicli di PCR su preparati con diverse diluizioni di 
cDNA. Ogni pozzetto di reazione infatti conteneva gli stessi componenti di una normale PCR 
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(vedi sopra) ma per ogni diverso tipo di primer sono state preparate 5 diverse diluizioni di 
cDNA (1:1, 1:4, 1:16, 1:64, 1:256). Tutte le reazioni sono state fatte correre in doppio insieme 
a 2 controlli, uno senza cDNA, l’altro con un cDNA generato in una reazione di trascrizione 
inversa eseguita in assenza di trascrittasi. Per ogni coppia di primer è stata ottenuta una retta 
con i Ct (ciclo soglia, cioè ciclo oltre il quale la fluorescenza emessa dal campione in analisi 
sale al di sopra di una soglia stabilita) sull’asse delle ascisse e il log della quantità sulle 
ordinate. Il coefficiente angolare di questa retta indica l’efficienza, considerata buona se 
compresa tra il 90 e il 100%. 
Successivamente, per verificare che l’amplificato corrispondesse ad un prodotto specifico è 
stata utilizzata la curva di melting costruita aumentando la temperatura da 60°C a 95°C e 
favorendo quindi la denaturazione dei prodotti. In caso di prodotti specifici il picco della 
derivata prima della fluorescenza si trova a circa 80°C mentre la presenza del picco a 
temperature inferiori indica la formazione di prodotti non specifici, probabilmente dimeri di 
primer. Per verificare inoltre che i prodotti corrispondessero esattamente al gene target da 
amplificare, essi sono stati fatti correre su gel di agarosio al 3% per verificare il numero di 
paia basi. I campioni amplificati sono stati estratti dal termociclatore e caricati nei pozzetti del 
gel contenente GelStar, un intercalante in grado di mettere in evidenza le doppie eliche di 
DNA. A fine corsa le bande sono poi state rilevate con un sistema GelDoc 2000 (Bio-Rad). 
Le paia basi sono state rilevate dal confronto con la migrazione di uno standard contenente 
varie bande con un numero di paia basi noto. I campioni sono stati poi confrontati utilizzando 
il metodo Ct (Livak e Schmittgen, 2001). 
 
6.2.8 Western blot 
La tecnica Western blot è stata applicata su proteine estratte da 3 campioni per ogni 
condizione sperimentale, ognuno contenente 5 retine (Dal Monte et al., 2003). Le retine sono 
state omogeneizzate in Tris-HCl 10 mM, pH 7.6 contenente EDTA 5 mM, EGTA 3 mM, 
saccarosio 250 mM, fenilmetilsulfonil fluoruro 1 mM, peptistatina 1 µM, Leupeptina 10 
µg/mL e aprotinina 2 µg/mL (buffer A). Gli omogenati sono stati centrifugati a 22000xg per 
30 minuti a 4°C. Il surnatante, contenente le proteine citosoliche, è stato utilizzato per la 
determinazione del VEGF; il pellet è stato invece risospeso in 20 mM di HEPES, pH 7.4 
contenente NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, 3 mM EGTA, n-dodecil-β-maltoside e gli inibitori 
delle proteasi sopra menzionati. In seguito a centrifugazione a 22000xg per 30 minuti a 4°C il 
surnatante, contenente le proteine di membrana, è stato utilizzato per la determinazione di 
VEGFR-1 e VEGFR-2. La concentrazione delle proteine è stata valutata con il metodo 
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Bradford (Bradford, 1976), utilizzando BSA (bovine serum albumin) come standard. Aliquote 
di ogni campione con stessa quantità di proteine (40 µg) sono state successivamente 
sottoposte a elettroforesi su gel di poliacrilammide al 10% di SDS (Laemmli, 1970). A fine 
corsa le proteine presenti sul gel sono state trasferite su membrana di PVDF 
(polivinilidendifluoruro). La membrana è stata saturata in latte al 3% sciolto in tampone 
fosfato 0.15 M contenente Tween 20 allo 0.1% (PBST). Le membrane sono state poi incubate 
overnight a 4°C con anticorpi primari policlonali di coniglio diretti contro VEGF (diluizione 
1:200), VEGFR-1 (diluizione 1:100) e VEGFR-2 (diluizione 1:100), oppure con anticorpi 
primari monoclonali di topo diretti contro la β-actina (diluizione 1:2500). Le diluizioni degli 
anticorpi sono state eseguite in soluzione di BSA al 3% in PBST. In seguito le membrane 
sono state incubate a temperatura ambiente per 2 ore con anticorpi secondari di topo diretti 
contro le immunoglobuline di coniglio legati alla perossidasi di rafano (diluizione 1:5000) o 
con anticorpi secondari di coniglio diretti contro le immunoglobuline di topo legati alla 
perossidasi di rafano (diluizione 1:25000). Le membrane sono state quindi sviluppate in una 
soluzione di luminolo e H2O2, che costituiscono il substrato per la per ossidasi, scatenando 
una reazione luminescente. La densità ottica delle bande è stata valutata mediante un 
opportuno sistema di misurazione (Quantity One – BioRad). 
 
6.2.9 ELISA 
La concentrazione proteica di VEGF sui lisati retinici è stata valutata, secondo protocollo 
(Quantikine Mouse VEGF ELISA, R&D Systems), mediante un saggio ELISA. Le 
valutazioni sono state fatte su 3 campioni per condizione sperimentale. Due retine per 
campione sono state inserite in 200 µL di buffer A (Nagai et al., 2007) e sonicate per 30 
secondi a 50 Hz. Il lisato è stato poi centrifugato a 22000xg per 15 minuti a 4°C e ne è stata 
determinata la concentrazione proteica con il metodo Bradford (Bradfrod, 1976). La 
concentrazione di VEGF è stata determinata a 450 nm mediante spettrofotometro con 
Microplate Reader 680 XR (Bio-Rad). In ogni esperimento tutti i campioni e gli standard 
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6.2.10 Analisi statistica 
Il retinopathy score è stato valutato mediante test di Kruskal-Wallis per tutti i gruppi di retine 
e mediante il test di Dunn per determinare le differenze tra i vari gruppi. I dati sono stati 
rappresentati come mediane (25°, 75° quartile). Tutti gli altri dati sono stati analizzati 
mediante il test di Kolmogorov-Smirnov per verificarne la distribuzione normale. La 
significatività statistica è stata valutata mediante ANOVA seguita da test di Newman-Keuls. I 
risultati sono espressi come media ± SE dei valori n indicati. L’analisi è stata eseguita con il 
































7.1 Neovascolarizzazione retinica 
I risultati ottenuti mediante retinopathy score in merito alla neovascolarizzazione retinica sono 
in accordo con quanto precedentemente mostrato dal nostro gruppo (Dal Monte et al., 2007). 
Infatti le retine ipossiche di topi WT e sst1 KO hanno mostrato retinopathy score totali molto 
simili, mentre il retinopathy score degli sst2 KO è risultato significativamente più elevato 
rispetto a quello di WT o sst1 KO (P<0.01, tabella 3). Le iniezioni col solo veicolo non hanno 
influenzato la neovascolarizzazione in nessuna tipologia di topo. Topi WT e sst1 KO trattati 
con octreotide hanno mostrato un significativo miglioramento del loro retinopathy score 
rispetto a quello dei topi ipossici non trattati e a quello dei topi trattati con il solo veicolo 
(P<0.05, tabella 3). Sia nei WT che negli sst1 KO il retinopathy score è aumentato in seguito a 
trattamento con CYN con dosaggio di 0.5 mg kg-1 (P<0.01 in WT e P<0.05 in sst1 KO, tabella 
3). Nei topi sst2 KO trattati con octreotide o CYN il retinopathy score non differisce da quello 
misurato nei topi ipossici non trattati e nei topi trattati con il solo veicolo. Osservando i 
singoli subscore, si nota come l’unico parametro influenzato dal trattamento con octreotide o 
CYN sia il numero di quadranti interessati da grovigli di vasi di neoformazione. Sia nei topi 
WT che in quelli sst1 KO il trattamento con octreotide ha causato un notevole decremento dei 
grovigli vasali rispetto agli animali non trattati o trattati con il solo veicolo. Al contrario, il 
trattamento con CYN ha incrementato il numero dei grovigli. Immagini rappresentative di 
retine di topi WT e KO sono mostrate in figura 4. 
In seguito ai risultati ottenuti, si è deciso di limitare l’utilizzo dei topi sst2 KO all’analisi 
mediante retinopathy score utilizzando i dati ottenuti solamente come controllo negativo, così 











Tabella 3. Retinopathy subscore e score totale [espresso come mediana (25°, 75° quartile)] 
WT sst1 KO sst2 KO  
Ipossico + veicolo + octreotide + cianammide ipossico + veicolo + octreotide +cianammide ipossico + veicolo + octreotide + cianammide 
Numero di animali 6 6 12 8 6 6 10 8 6 6 6 6 
Grovigli di neovasi 2 (1, 2) 2 (1.5, 
2.5) 




3.5 (2.5, 4) 4 (2.5, 4) 
Vasocostrizione 
centrale 
1 (1, 1) 1 (1, 1) 1 (1, 1) 1 (1, 2) 1 (1, 1) 1 (1, 1.5) 1 (1, 2) 1 (1, 1.5) 3 (2.5, 
3)† 
3 (2, 3)‡ 3 (2.5, 3) 3 (2.5, 3) 
Emorragie 1 (0, 1) 1 (0, 1) 1 (0, 1) 1 (0, 1) 1 (0, 1) 1 (0.5, 1) 1 (0, 1) 1 (0.5, 1) 1 (1, 1) 1 (1, 1) 1 (1, 1) 1 (1, 1) 
Tortuosità vasali 2 (1, 2) 2 (1, 2) 2 (1, 2) 2 (1, 2) 2 (1, 2) 2 (1, 2) 2 (1, 2) 2 (1, 2) 3 (2, 3)† 3 (2, 3)‡ 3 (2.5, 3) 3 (2, 3) 
Retinopathy score 
totale 









Figura 4. Retine perfuse con fluoresceina destrano di topi WT (A, D, G, J), sst1 KO (B, E, H, K) e sst2 KO (C, F, 
I, L) a PD17 mantenuti in normossia (A-C) o esposti al 75% ± 2% di ossigeno da PD7 a PD12 (D-L), non trattati 
(D-F) o trattati con analoghi della SRIF (octreotide in G-I e CYN in J-L). L’iperossia seguita da 5 giorni di 
normossia produce la perdita dei vasi nella regione centrale della retina e la formazione dei grovigli di vasi di 
neoformazione, con un effetto più evidente nelle retine sst2 KO. E’ da notare che sia nelle retine WT che in 
quelle sst1 KO l’octreotide determina una riduzione dei grovigli mentre il CYN produce un peggioramento della 




7.2 VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 
La valutazione dei livelli del fattore proangiogenico VEGF e dei suoi recettori VEGFR-1 e 
VEGFR-2 si è rivelata utile nello stabilire se l’attivazione o il blocco del recettore sst2 
possano essere collegati a variazioni dei loro livelli retinici in modelli OIR di topi WT e sst1 
KO. In ciascun esperimento gli animali trattati con veicolo non hanno mostrato cambiamenti 
nei livelli retinici di VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 rispetto agli animali ipossici non trattati. 
 
7.2.1 Messaggeri 
Mediante RT-PCR sono stati amplificati prodotti a 105, 116 e 114 paia basi corrispondenti 
rispettivamente agli mRNA di VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 (Fig. 5A). In accordo con studi 
precedenti (Dal Monte et al., 2007), le retine ipossiche WT e sst1 KO hanno mostrato 
significativi incrementi dei livelli di questi messaggeri. In particolare l’incremento relativo 
dell’mRNA di VEGF è risultato più basso nelle retine sst1 KO rispetto a quelle WT, mentre i 




Fig. 5. Livelli dei messaggeri in VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 nelle retine di topo. (A) Prodotti di PCR di 
VEGF (105 pb), VEGFR-1 (116 pb), VEGFR-2 (114 pb) e dell’housekeeping Rpl13a (182 pb) in retine WT 
normossiche. (B-D) Livelli dei messaggeri di VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 in condizioni normossiche (bianco) 
e ipossiche (nero). L’analisi con PCR mostra che i messaggeri di VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 sono 
incrementati dall’ipossia (*P < 0.05 e **P < 0.01 rispetto al normossico; ANOVA). L’incremento del VEGF (B) 
è stato inferiore nelle retine sst1 KO rispetto a quelle WT (§P < 0.05 contro l’ipossico WT; ANOVA). I dati sono 
stati analizzati mediante la formula del 2-ΔΔCT usando Rpl13a come standard. Ogni colonna rappresenta la media 
± SE dei dati da 4 campioni. Ogni campione si riferisce all’mRNA estratto da 3 retine. 
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Come mostrato in figura 6, nei WT il trattamento con octreotide ha causato un decremento 
significativo dei livelli di VEGF e VEGFR-2, generalmente aumentati in seguito a ipossia 
(~27% e 30% rispettivamente, P<0.05) mentre i messaggeri di VEGFR-1 non sono stati 
modificati. Nei topi sst1 KO l’octreotide ha ridotto significativamente i messaggeri di VEGF, 
VEGFR-1 e VEGFR-2 (~38%, 44% e 31%, rispettivamente, P < 0.05). Sia nei topi WT che in 
quelli sst1 KO, la somministrazione di CYN a dosi di 0.5 mg kg-1 ha aumentato i livelli 
relativi dei messaggeri di VEGF e VEGFR-2 (in WT: ~62%, P < 0.01 e 47%, P < 0.05, 
rispettivamente; in sst1 KO: ~40% and 32%, rispettivamente, P < 0.05), mentre non ha 
determinato variazioni dei livelli di mRNA di VEGFR-1. Nei topi sst1 KO l’incremento 
indotto da CYN dei livelli dei messaggeri di VEGF è stato significativamente inferiore a 




Figura 6. L’analisi con PCR di VEGF (A), VEGFR-1 (B) e VEGFR-2 (C) in retine WT (bianco) e sst1 KO 
(nero) ipossiche in seguito a trattamento con veicolo, octreotide 0.02 mg Kg-1 o CYN 0.5 mg Kg-1. (A) 
L’octreotide diminuisce i livelli di VEGF sia nelle retine WT che in quelle sst1 KO (*P < 0.05 rispetto al non 
trattato; ANOVA), mentre CYN incrementa i messaggeri di VEGF (*P < 0.05 e **P < 0.01 rispetto al non 
trattato; ANOVA). L’incremento indotto da CYN è stato inferiore nelle retine sst1 KO rispetto a quelle WT (§P < 
0.05 rispetto ai WT trattati con CYN; ANOVA). (B) L’octreotide non modifica i messaggeri di VEGFR-1 nelle 
retine WT mentre li riduce in quelle sst1 KO (*P < 0.05 rispetto al non trattato; ANOVA). CYN non influenza i 
messaggeri di VEGFR-1 né nelle retine WT né in quelle sst1 KO. (C) I livelli  di VEGFR-2 sono ridotti 
dall’octreotide mentre sono incrementati da CYN sia nei topi WT che in quelli sst1 KO (*P < 0.05 rispetto al non 
trattato; ANOVA). I dati sono stati analizzati mediante la formula del 2-ΔΔCT usando Rpl13a come standard. Ogni 
colonna rappresenta la media ± SE dei dati di 4 campioni. Ogni campione si riferisce all’mRNA estratto da 3 
retine. Oct, octreotide. 
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7.2.2 Proteine 
Con l’obiettivo di valutare se gli effetti dell’octreotide o di CYN sui messaggeri di VEGF e 
recettori fossero paragonabili a quelli sulle loro proteine, i topi sono stati trattati con gli 
analoghi della SRIF e i livelli di VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 sono state analizzate in 
estratti retinici utilizzando le tecniche Western blot e ELISA.  
L’analisi desitometrica dell’ immunoblotting ha dimostrato che retine normossiche WT e sst1 
KO hanno livelli simili di VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 e che l’ipossia aumenta 
significativamente questi livelli in accordo coi risultati visti in precedenza (Dal Monte et al., 










Figura 7. Livelli di VEGF (A), VEGFR-1 (B) e VEGFR-2 (C) in retine normossiche (bianco) e ipossiche (nero) 
in retine WT e sst1 KO, valutati mediante Western blot utilizzando la β-actina come controllo. (A-C) L’analisi 
densitometrica mostra come VEGF, VEGFR-1 e VEGFR-2 sono incrementati dall’ipossia (*P < 0.05 e **P < 
0.01 rispetto al normossico; ANOVA). L’incremento (A) è stato inferiore nelle retine sst1 KO rispetto a quelle 
WT (§P < 0.05 versus hypoxic WT; ANOVA). Ogni colonna rappresenta la media ± SE dei dati di 3 campioni. 
Ogni campione si riferisce alle proteine estratte da 5 retine. 
 
 
Come mostrato in figura 8A, nei topi ipossici trattati con veicolo i livelli di VEGF si sono 
rivelati molto più bassi nelle retine sst1-KO rispetto a quelle WT (~15%, P<0.05). Inoltre, la 
figura 8A mostra come l’octreotide abbia diminuito i livelli di VEGF sia nelle retine WT che 
in quelle sst1 KO ( ~19% e 22% rispettivamente, P<0.05) con effetti maggiori in quelle sst1 
KO che in quelle WT (~17%, P < 0.05). Di contro, CYN a 0.5 mg kg-1 ha incrementato 
notevolmente i livelli di VEGF sia nei WT che negli sst1 KO (~20%, e 18%, rispettivamente, 
P < 0.05). Tale incremento è risultato minore nelle retine sst1 KO rispetto a quelle WT ( 
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~16%, P<0.05). I livelli dei recettori del VEGF sono risultati simili tra WT e sst1 KO (fig. 8B-
C). L’octreotide non ha modificato i livelli di VEGFR-1 in WT ma ne ha ridotto i livelli in 
sst1 KO (~25%, P<0.05). Al contrario, i livelli di VEGFR-2 sono stati ridotti dall’octreotide 
sia nelle retine WT che in quelle sst1 KO (~16% e 30%, rispettivamente, P<0.05). I livelli di 
VEGFR-1 non sono influenzati da CYN sia nelle retine WT che in quelle sst1 KO, mentre i 
livelli di VEGFR-2 sono incrementati da CYN nelle retine di entrambi i ceppi di topi (~27% e 








Figura 8. Livelli di VEGF (A), VEGFR-1 (B) e VEGFR-2 (C) in retine ipossiche WT (bianco) e sst1 KO (nero) 
in seguito a trattamento con veicolo, octreotide 0.02 mg Kg-1 o CYN 0.5 mg Kg-1 valutati mediante Western blot 
utilizzando la β-actina come controllo. (A) I livelli di VEGF nelle retine sst1 KO trattate con veicolo sono 
risultati inferiori rispetto alle retine WT (§P < 0.05 rispetto ai WT trattati con veicolo; ANOVA). Sia nelle retine 
WT che in quelle sst1 KO l’octreotide riduce i livelli di VEGF mentre tali livelli sono incrementati da CYN (*P 
< 0.05 rispetto ai trattati con veicolo; ANOVA). Paragonate alle retine WT, in quelle sst1 KO il decremento dei 
livelli di VEGF in seguito a trattamento con octreotide è risultato più elevato mentre l’incremento del VEGF 
dopo trattamento con CYN è stato inferiore (§P < 0.05 rispetto ai WT trattati con octreotide o CYN; ANOVA). 
CYN non influenza VEGFR-1 né in retine WT nè in quelle sst1 KO. (C) VEGFR-2 è ridotto dall’octreotide 
mentre viene incrementato da CYN sia in retine WT che in quelle sst1 KO (*P < 0.05 rispetto ai non trattati; 
ANOVA). Ogni colonna rappresenta la media ± SE dei dati di 3 campioni. Ogni campione si riferisce alle 
proteine estratte da 5 retine. Oct, octreotide 
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Per confermare i dati ottenuti con il Western blot e per valutare se gli effetti degli analoghi 
della SRIF negli sst1 KO dipendevano dalla overespressione di sst2, i livelli di VEGF sono 
stati quantificati anche mediante tecnica ELISA. In accordo con i risultati derivanti dal 
Western blot, i livelli di VEGF sono incrementati in ipossia rispetto alle condizioni 
normossiche sia nelle retine WT che in quelle sst1 KO (fig 6A). Questo incremento è risultato 
però minore nelle retine sst1 KO rispetto a quelle WT (~28%, P<0.01). In normossia, i livelli 
di VEGF si sono rivelati in linea con le precedenti conoscenze relative alle retine murine 
(Dejneka et al., 2004; Obrosava et al., 2006; Nagai et al., 2007;). Anche i livelli di VEGF da 
noi determinati in seguito ad ipossia sono in accordo con quelli precedentemente riportati in 
letteratura (Dejneka et al., 2004; Elner et al., 2005). Come mostrato in figura 9B, la 
quantificazione proteica mediante ELISA ha confermato una rilevante riduzione dei livelli di 
VEGF negli animali trattati con octreotide sia nel ceppo WT che in quello sst1 KO (~32% e 
31%, rispettivamente, P <0.05). Dopo trattamento con octreotide, i livelli di VEGF nelle 
retine sst1 KO sono risultati inferiori rispetto a quelli misurati nelle retine WT (~23%, 
P<0.05). Topi WT trattati con CYN a 0.5 mg kg-1 hanno mostrato un significativo incremento 
dei livelli di VEGF (99%, P<0.001). Nei topi sst1 KO è stato osservato un incremento dose-
dipendente dei livelli di VEGF in seguito a trattamento con dosi crescenti di CYN. Tali effetti 
risultavano nulli per dosi pari a 0.01 mg kg-1 mentre è stato registrato un aumento dei livelli di 
VEGF a dosi di 0.5 mg kg-1 (~77%, P<0.01) anche se tale aumento è risultato inferiore a 
quello misurato nelle retine WT (~36%, P<0.01); l’incremento dei livelli di VEGF è stato 





Figura 9. Livelli di proteine del VEGF in retine WT e sst1 KO quantificate mediante tecnica ELISA. (A) Livelli 
di VEGF in condizioni normossiche (bianco) e ipossiche (nero). Sia in retine WT che sst1 KO i livelli di VEGF 
sono incrementati dall’ipossia (***P < 0.001 rispetto al normossico; ANOVA). L’incremento di VEGF è stato 
inferiore nelle retine sst1 KO rispetto a quelle WT (§§P < 0.01 rispetto a WT ipossico; ANOVA). (B) Livelli di 
VEGF in retine WT (bianco) e sst1 KO (nero) ipossiche dopo trattamento con octreotide o analoghi della SRIF. I 
livelli di VEGF in topi sst1 KO trattati con veicolo sono stati significativamente inferiori rispetto a quelli 
riscontrati in topi WT (§P < 0.05 rispetto ai WT trattati con veicolo; ANOVA). Sia nei topi WT che sst1 KO 
l’octreotide è stato somministrato alla concentrazione di 0.02 mg Kg-1. Nei topi WT CYN è stato somministrato 
alla concentrazione di 0.5 mg Kg-1 mentre concentrazioni crescenti sono state utilizzate su topi sst1 KO. Sia nelle 
retine sst1 KO che in quelle WT l’octreotide riduce i livelli di VEGF (*P < 0.05 rispetto ai trattati con veicolo; 
ANOVA). Nelle retine sst1 KO la riduzione dei livelli di VEGF in seguito a trattamento con octreotide è risultata 
più elevata rispetto alle retine WT (§P < 0.05 rispetto ai WT trattati con octreotide; ANOVA).Topi WT trattati 
con CYN mostravano un significativo incremento dei livelli retinici di VEGF (***P < 0.001 rispetto ai WT 
trattati con veicolo; ANOVA). Nelle retine sst1 KO è stato osservato un incremento dose-dipendente dei livelli di 
VEGF dopo trattamento con concentrazioni crescenti di CYN senza nessun effetto a dosi pari a 0.01 mg Kg-1 ma 
con un notevole incremento a 0.5 mg Kg-1 (**P<0.01 rispetto ai sst1-KO trattati con veicolo; ANOVA), che è 
risultato comunque inferiore rispetto a quello verificato in retine WT (§§P<0.01 rispetto ai WT trattati con CYN 
0.5 mg Kg-1 ; ANOVA), raggiungendo un massimo a 2.0 mg Kg-1 (***P < 0.001 rispetto agli sst1 KO trattati con 
veicolo; ANOVA). Ogni colonna rappresenta la media ± SE dei dati di 3 campioni. Ogni campione si riferisce 








I risultati di questo studio aggiungono ulteriori evidenze alle precedenti scoperte riguardanti 
l’azione protettiva del recettore sst2 nei confronti dell’angiogenesi e indicano per la prima 
volta che gli effetti antiangiogenici di sst2 in modelli OIR possono essere mediati da una 
riduzione dei livelli di espressione del sistema del VEGF indotta da sst2. 
 
8.1.1 Analoghi della SRIF 
Che l’octreotide avesse effetti migliorativi sulla neovascolarizzazione retinica era già stato 
dimostrato (Higgins et al., 2002; Wilkinson-Berka et al., 2007;Palii et al., 2008;). Nel modello 
OIR la somministrazione sistemica di agonisti del recettore 2, incluso l’octreotide, sembra 
inibire la neovascolarizzazione retinica in modo dose-dipendente (Palii et al., 2008). 
Come precedentemente riportato, l’octreotide potrebbe essere attivo oltre che su sst2, anche su 
altri 2 recettori della SRIF quali sst3 e sst5 data la loro affinità dimostrata in vitro, ma l’affinità 
di legame per sst2 risulta essere di gran lunga più elevata (Cervia et al., 2005). Sebbene sia 
difficile stabilire la concentrazione farmacologica che l’octreotide raggiunge nella retina dopo 
somministrazione sottocutanea, non è possibile escludere il coinvolgimento di sst3 e sst5 negli 
effetti osservati. D’altro canto però le informazioni riguardanti la presenza e localizzazione di 
tali recettori sulla retina sono ad oggi imprecise e discordanti (Cervia et al., 2008a). Inoltre, 
gli agonisti selettivi di sst3 e sst5 sembrano non esercitare effetti sulla retina murina (Pavan et 
al., 2004). Infine la nostra precedente scoperta che la mancanza del recettore sst2 è associata a 
pesanti effetti dell’ipossia sulla neovascolarizzazione retinica (Dal Monte et al., 2007), 
sottolinea l’importante ruolo di tale recettore sull’angiogenesi retinica. Che gli effetti 
migliorativi dell’octreotide sul modello OIR siano mediati da sst2 è dimostrato dall’assenza di 
effetti sui topi sst2 KO mostrata dai risultati del retinopathy score durante questo studio. CYN 
è un peptide sintetico con proprietà, dimostrate sia in vitro che in vivo, tipiche di un 
antagonista puro del recettore sst2 (Nunn et al., 2003; Weckbecker et al., 2003). Gli effetti di 
CYN in vivo sono però scarsamente documentati. Nei ratti la somministrazione di CYN ha 
effetti sull’attività delle fibre afferenti mesenteriche che innervano il digiuno (Booth et al., 
2001). In modelli di ratto con epilessia indotta da pilocarpina gli effetti anticonvulsivanti 
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dell’angiotensina IV sono influenzati dalla somministrazione intracerebroventricolare di CYN 
(Stragier et al., 2006). Nel corpo striato dei ratti la somministrazione di CYN in vivo mediante 
microdialisi blocca la stimolazione della dopamina indotta dalla SRIF (Hathway et al., 1999). 
I risultati del presente lavoro di tesi sono la prima dimostrazione delle proprietà antagoniste 
sul recettore sst2 di CYN, in un modello OIR. Le concentrazioni di CYN che influenzano sia 
la neovascolarizzazione retinica sia il sistema del VEGF sono in linea con quelle usate in 
precedenti lavori. Infatti, la somministrazione endovena di CYN a dosi tra 1.0 e 3.0 mg kg-1 
blocca l’inibizione indotta dall’octreotide della scarica basale dei nervi afferenti mesenterici 
del digiuno nel ratto (Booth et al., 2001). Inoltre, microiniezioni nel complesso vagale dorsale 
di ratti di 0.1 nmol di CYN (circa 0.5 µg kg-1) previene l’inibizione SRIF-indotta della 
secrezione pancreatica (Liao et al., 2007). In aggiunta, un altro antagonista del recettore sst2, 
BIM-23627, riduce in maniera dose-dipendente la secrezione di GH in ratti trattati con 
dexametasone con effetti minimi a 0.02 mg kg-1 e massimi effetti a 2.0 mg kg-1 (Tulipano et 
al., 2002). In un altro studio, BIM-23627 somministrato a 0.5 mg kg-1 sembra migliorare gli 
effetti catabolici del dexametasone su diversi parametri incluso la crescita, l’accumulo di 
grasso epididimale, l’omeostasi del glucosio e l’attività insulinica (Tulipano et al., 2005). 
Infine, l’applicazione intracerebroventricolare di 2.5 nmol di BIM-23627 (circa 0.01 mg kg-1) 
blocca l’internalizzazione del recettore sst2A in modelli di ratto con occlusione cerebrale 
arteriosa (Stumm et al., 2004).  
Nel nostro modello OIR abbiamo ottenuto dati in favore della specificità di CYN. Infatti, la 
mancanza di effetti sulla vascolarizzazione retinica nei topi sst2 KO conferma l’azione 
specifica di CYN su sst2. Inoltre, gli effetti dose-dipendenti di CYN sui livelli di VEGF nelle 
retine sst1 KO (vedi in seguito) indicano che la concentrazione di CYN richiesta per attivare il 
recettore sst2 in un modello in cui tale recettore è overespresso, è 4 volte più elevata rispetto a 
quella richiesta per ottenere lo stesso effetto nelle retine WT. 
 
8.1.2 Effetti degli analoghi della SRIF sulla neovascolarizzazione 
In accordo con i risultati ottenuti in precedenza (Dal Monte et al., 2007), la 
neovascolarizzazione che si sviluppa in risposta al danno ipossico risulta notevolmente 
peggiorata in assenza di sst2 mentre una cronica overespressione di questo recettore (come 
nelle retine sst1 KO) non attenua la neovascolarizzazione retinica. In accordo con precedenti 
scoperte (Higgins et al., 2002; Wilkinson-Berka et al., 2007; Palii et al., 2008), questo studio 
descrive effetti migliorativi dell’octreotide sulla neovascolarizzazione retinica in modelli OIR. 
Recentemente è stato osservato che agonisti non peptidilici di sst2 inibiscono la 
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neovascolarizzazione retinica nel modello OIR (Palii et al., 2008). Oltre a confermare ciò, i 
nostri studi hanno evidenziato che il blocco del recettore sst2 comporta un peggioramento 
della risposta angiogenica al danno ipossico, in linea con la scoperta che la 
neovascolarizzazione retinica aumenta in topi sst2 KO (Dal Monte et al., 2007), suggerendo 
quindi un’attività costitutiva del recettore in condizioni ipossiche. In linea con questa 
possibilità, un’attività costitutiva del recettore 2 in condizioni ischemiche è stata recentemente 
dimostrata in vitro in un modello di retina murina ischemica (Cervia et al., 2008b). A 
proposito di questo punto, è stato osservato che una forma troncata ricombinante del recettore 
sst2 sembra mostrare un’attività costitutiva (Schwartkop et al., 1999) agonista-indipendente. 
Inoltre, un’attivazione costitutiva di sst2 è stata dimostrata in cellule murine pituitarie (Ben-
Shlomo et al., 2007). 
 
8.1.3 Effetti degli analoghi della SRIF sul sistema VEGF 
Studi sperimentali e clinici hanno dimostrato un ruolo importante del VEGF nell’angiogenesi 
patologica retinica (Kvanta et al., 2006). Comunque, i siti di rilascio e di azione del VEGF 
nella retina sono poco conosciuti. Tra i recettori del VEGF, VEGFR-2 è considerato il 
recettore che media il signaling funzionale del VEGF nelle cellule endoteliali (Witmer et al., 
2003), mentre rimane ancora controverso quale sia la funzione del VEGFR-1 e se esso sia in 
grado di trasmettere i segnali principali nelle cellule endoteliali. I nostri risultati 
sull’incremento dei livelli di VEGF e dei suoi recettori indotto da ipossia sono in linea con le 
precedenti scoperte che dimostrano come l’ipossia determini un incremento dell’espressione 
del VEGF e dei suoi recettori (McLeod et al., 2002; Werdich et al., 2004; Kaur et al., 2006; 
Dal Monte et al., 2007; Goldenberg-Cohen 2008;). La nostra ulteriore scoperta che gli 
analoghi della SRIF influenzano la produzione di VEGF è in accordo coi precedenti risultati 
sugli studi in vitro. Nelle cellule umane di glioma, per esempio, SRIF o gli agonisti selettivi 
octreotide e L-054522 inibiscono potentemente la produzione basale di VEGF con minori 
effetti sul rilascio di VEGF indotto da ipossia (Mentlein et al., 2001). Nelle cellule umane 
dell’RPE, SRIF riduce i livelli del messaggero di VEGF attraverso sst2 (Sall et al., 2004). In 
cellule tumorali pituitarie SRIF influenza la secrezione di VEGF in base allo spettro di 
espressione dei sottotipi recettoriali di SRIF, incluso sst2 (Lawnicka et al., 2008). Ad oggi, 
sono disponibili pochi risultati su modelli in vivo di cellule endoteliali proliferanti. Un recente 
studio in particolare dimostra che l’octreotide riduce marcatamente la neovascolarizzazione 
splenica e l’espressione del VEGF in ratti con ipertensione portale (Mejias et al., 2008). 
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Inoltre, l’octreotide migliora i cambiamenti istomorfologici come la dilatazione vasale e 
l’aumento del VEGF associato all’enteropatia ipertensiva nei ratti (Aydede et al., 2009).  
I nostri recenti risultati sulla retina di topo dimostrano che la funzione somatostatinergica 
esercitata da sst2, come nei topi sst1 KO, limita l’incremento di VEGF mentre l’assenza di sst2 
upregola questo incremento (Dal Monte et al., 2007), suggerendo un ruolo di sst2 nel regolare 
l’omeostasi del VEGF. Abbiamo quindi portato la prima dimostrazione che sst2 è accoppiato 
ad una modulazione del sistema del VEGF in un modello in vivo di neovascolarizzazione 
retinica. L’incremento di VEGF e VEGFR-2 indotto da ipossia è marcatamente ridotto 
dall’octreotide mentre è incrementato dal blocco di sst2 con CYN. In particolare, il fatto che 
VEGFR-2, ma non VEGFR-1, sia influenzato dagli analoghi della SRIF è in linea con la 
scoperta che il VEGFR-2 è il recettore principalmente coinvolto nell’angiogenesi retinica e 
suggerisce che possa agire seguendo la modulazione della neovascolarizzazione retinica 
indotta da sst2. Sulla base di ciò, la scoperta che nelle retine ipossiche l’octreotide riduce 
l’espressione di VEGF e VEGFR-2 è particolarmente interessante alla luce di un possibile uso 
terapeutico degli agonisti di sst2 al fine di neutralizzare la neovascolarizzazione retinica 
influenzata dal sistema VEGF. Il livello ipossico del VEGF dopo il trattamento con octreotide 
sembra ridursi maggiormente nelle retine dei topi sst1 KO rispetto a quelle WT, indicando che 
nelle retine WT sst2 potrebbe essere saturato a dosi di octreotide pari a 0.02 mg kg-1. Nelle 
retine sst1 KO abbiamo inoltre osservato una dose-dipendenza degli effetti di CYN sui livelli 
di VEGF, confermando un’azione specifica di CYN su sst2 e suggerendo che la sua 
overespressione non viene saturata da dosi di CYN inferiori a 2.0 mk kg-1. La scoperta che i 
livelli di VEGFR-1 in condizioni di ipossia sono ridotti dall’octreotide nei topi sst1 KO ma 
non nei topi WT è in linea con precedenti risultati, dimostrando che la densità retinica del 
recettore sst2 rappresenta il fattore limite per gli effetti mediati da sst2 stesso (Pavan et al., 
2004). 
 
8.1.4 Effetti degli analoghi della SRIF mediati dal recettore sst2 
Nonostante la crescente evidenza che gli agonisti di sst2 possono esercitare attività 
angioinibitoria, il ruolo esatto degli effetti mediati dal recettore nella retina rimane ancora 
sconosciuto. La spiegazione più semplice è che nel nostro modello gli analoghi della SRIF 
agiscano sul recettore sst2 espresso sulle cellule endoteliali dei vasi sanguigni retinici. 
Comunque, sst2 non sembra essere espresso sui vasi dei roditori sebbene esistano evidenze 
che sst2 sia localizzato su numerose cellule della neuroretina (Casini et al., 2005). Una 
possibilità è che le cellule endoteliali quiescenti non esprimano sst2 e che questo recettore sia 
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espresso quando le cellule endoteliali entrano in proliferazione. Infatti, in colture umane, 
l’endotelio vascolare in proliferazione esprime sst2 (Watson et al., 2001). Inoltre, misure 
immunoistochimiche per sst2 risultano positive in cellule HUVEC (Human Umbelical Vein 
Endothelial Cells) in proliferazione ma non in HUVEC quiescenti (Adams et al., 2005). In 
aggiunta, pazienti con stadio tardivo di AMD con neovascolarizzazione corioidea mostrano 
un’elevata espressione di sst2 nei vasi neoformati (Lamboij et al., 2000). Infine, il pattern di 
espressione di sst2 in pazienti con DR indica che gli effetti benefici degli agonisti di sst2 
possono dipendere dalla presenza del recettore sui vasi neoformati (van Hagen et al., 2000). 
Recentemente, su ratti con stadio avanzato di ipertensione portale è stata dimostrata 
correlazione tra i livelli di sst2 e l’efficacia dell’octreotide nell’inibizione dell’angiogenesi 
(Mejias et al., 2008). Il problema dei cambiamenti dinamici dell’espressione di sst2 in modelli 
murini di neovascolarizzazione indotta da ipossia rimane ancora irrisolto. 
 
8.2 Conclusioni 
Gli analoghi della SRIF possono interferire con il processo di retinopatia a vari livelli, incluso 
il controllo dell’espressione dei fattori proangiogenici. Durante questo lavoro di tesi è stato 
dimostrato che gli analoghi della SRIF con elevata specificità per sst2 regolano l’angiogenesi 
retinica e che i loro effetti implicano una modulazione del sistema del VEGF. Potrebbe quindi 
essere possibile una loro azione benefica sulla retinopatia diabetica dato che i fattori di 
crescita locali peggiorano tale patologia, sebbene non possano comunque essere esclusi a 
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